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DR. HARANGHY LASZLO
(1897—1975)

1975. december 8.-an tragikus korilmények kozott eltavozott koziiliink
dr. Haranghy Laszl6 akadémikus, a II. sz. Kérbonctani Intézet nyugalmazott
professzora. Fajdalmasan emlékeziink Haranghy Laszléra, a volt vezetdre,
a munkatarsra, a tanitémesterre. Tavozasa nagy veszteség nemcsak szlikebb
szakteriiletének, a patholégianak, de sokiranyi érdeklgdése miatt az egész
magyar orvostudoméanynak.

Dr. Haranghy Laszl6 Debrecenben sziiletett 1897-ben. Orvosdoktorra
avatasa utan el6bb a Debreceni Egyetem Koérbonctani és Igazsagiigyi Orvos-
tani Intézetében volt tanarsegéd, majd 1923 oktébere 6ta a bajai kérhaz koér-
boncnok f6orvosa. 1932-ben a Pécsi Orvostudomanyi Egyetemen magéantanari
képesitést szerzett, 5 évvel kés6bb cimzetes rendkiviili tanarnak nevezték ki.
1940-ben a Kolozsvari Orvostudomanyi Egyetemen a kérbonctan és az igaz-
sagiigyi orvostan tanara lett, s az egyetem Marosvasarhelyre valé athelyezése
utan itt miikédstt ugyanebben a mindségben 1952-ig, amikor is a Budapesti
Orvostudomanyi Egyetem II. sz. Kérbonctani Intézetének professzorava
nevezték ki. Egyidejileg harom évig a Budapesti Orvostudomanyi Egyetem
Igazsagiigyi Orvostani Intézetének tanari teendéit is ellatta. Munkassaganak
eredményeként alakult meg a Budapesti Gerontolégiai Kutaté Intézet. T6bb
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alkalommal dolgozott a Tihanyi Biolégiai Intézetben, a Napolyi Zoolégiai
Intézetben és a Helgolandi Tengerbiologiai Intézetben. T6bb izben tanulmany-
tton volt Ausztridban, Németorszaghan, Olaszorszagban és Svajchan. Nemzet-
kozi kongresszusokon vett részt Ausztridban, Csehszlovakidban, Daniaban,
Franciaorszagban, a Német Szovetségi Koztarsasagban, Olaszorszagban,
Roméniaban, Svajchan és Svédorszagban. 1948-ban lett tagja a Magyar Tudo-
manyos Akadémianak.

Tudoméanyos munkassaga sokiranyi, szerteagazé. Palyaja kezdetén
foglalkozott a tuberculosis kérdésével, a diphteria problémajaval, a Hans—
Schiiller—Christian-kér leirasaval annak szervi megjelenésével, ami vilag-
irodalmi hirnevet szerzett szamara. A RES teriiletén végzett vizsgalatai
ugyancsak nemzetkozi elismerésben részesiiltek. A melani daganatkelt§ hata-
sat vizsgalta tengerimalacokban. A Deals tengerimalac hazai meghonositasa
nevéhez flizddik. E tumorban, melyet sugarzé anyaggal indukaltak, virus-
szerli testeket sikeriilt elektronmikroszképpal kimutatnia. Evekig foglalko-
zott a lymphogranulomatosis témakérével és a 4 évtizeddel ezel6tt megjelent
monografiaja ma is hiteles és mondhatnank valtozatlan adatokat tartalmaz.
Az utébbi 15 évben figyelme egy 1j tudomanyag felé fordult. Megfigyelte,
hogy a hazankban lekiizd6tt tuberculosis 6reg egyénekben gyakrabban 1ép fel,
mint azeltt. Ezek a megfigyelések az o6regkori tuberculosis kiozleményétdl
kezddd8en a gerontolégiai tudomanyag megalapozasahoz vezettek, melynek
hazankban megalapitéja, uttordje volt abban az idGben, amikor nemzetkozi
szinten is e tudomanyag még csak gyermekcipdben jart. A gerontolégiai kuta-
tasok kozponti kérdésévé valtak, kliniko-patholégiai szemléletét e tudomany-

agban is érvényesitette és a Gerontolégiai Kutaté Intézet létrehozasa — mint
e témakor kicsicsosoddsa — is bizonyitotta az dj tudominyag létjogosult-
sagat.

Munkassaga igen sokoldali volt. Amiéta Magyarorszagra visszatért
kiilonb6z6 akadémiai bizottsagok elnokeként, vezetdségi tagjaként tevékeny-
kedett, ugyancsak aktivan résztvett az Orvosegyetem Bizottsagainak mun-
kajaban, valamint tobb hazai szakfolyéirat szerkeszt6bizottsdgiaban dolgozott.

Kiterjedt tudomanyos érdeklddését, annak intenzitasat széleskord iro-
dalmi tevékenysége, tobb mint 178 dolgozat, monografiak bizonyitjak. Tudo-
manyos munkai a magyar nyelven kiviil németiil, angolul, olaszul és romanul
is napvilagot lattak. Széles korii tevékenységét szamos hazai és kiilfoldi el-
ismerés értékelte, mint tudomanyaga képviselGje nemzetkozi tarsasagok elnok-
ségi, vezet8ségi és levelezd tagjaként fejtett ki hasznos és értékes munkat.

Haranghy Laszl6 nemecsak kivalé tudés, de kiting oktaté is volt. Mély-
ségesen szerette a hallgatokat és nagyon szeretett oktatni. A tantermi el§ada-
sokat dgyszé6lvan mindig maga tartotta; alaposan felkésziilve, mégis kissé ide-
gesen ment az orakra, fesziilt lelkesedést vive magaval, amely atragadt a hall-
gatésagra is. Nemcsak a tantermi eldadasok, de a gyakorlatok szintjét is rend-
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szeresen ellenérizte és megkovetelte az aktiv, modern kérbonctani oktatast.
Oktatasara a kliniko-patholégiai szemlélet volt jellemzd, melynek megfelelgen
irt konyve az ilyen jellegi els6 magyar nyelvli kényvnek tekinthets. Ez a
részletes, nemesak orvostanhallgatéknak és kérboncnokoknak, hanem Aaltala-
ban orvosoknak sz616 munka t6bb mint 40 év tapasztalatait és szdmos 6nallé
vizsgalatat foglalja magaba és ennek réviditett formaja ,,A kérbonctan elemei”
cimmel tankényv formajaban is megjelent.

Intézeti munkajanak egyik fontos tényezdje volt a kliniko-patholégiai
konferencidk szervezése, ezek hazai terjesztésének lelkes hirdet8je volt; az &
aktivitasanak készonhetGen terjedtek el hazankban és érték el a mai szintet
ezek a fontos megbeszélések.

Haranghy professzor hosszi élete palyajat az els§ vilaghaborud forgata-
gaban kezdte, nehéz korilmények kozott végezvén el az egyetemet. Ezt ko-
vetfen indult egyetemi palyafutasa, azonban 6rokké bels6 nyugtalansaggal
hajtotta igazsidgkeresS természete. Ez volt az oka annak is, hogy feletteseivel
gyakran ellentétbe keriilve, kénytelen volt tébb munkahelyét elhagyni.
Kolozsvari, majd marosvasarhelyi évei alatt kiilon nehézséget jelentett szdmara
a sok kisebbségi probléma, ezekkel val6 kiizdelmében elsédleges szempontja
volt mindig a hazai érdekek képviselete. Elete folyaman sok fajdalom, sérelem
érte, ennek ellenére toretlen energiaval dolgozott, alkotott. Lelkes és céltudato-
san atgondolt tudomanyos eredményei, a fiatalsaggal valé 6romteli foglal-
kozas, oktatomunkajanak magas szinvonala, munkatarsainak iranyitasa és
azok eredményei jelentették szamara az éromet. Es 6romet jelentett szamara
a zene, az elmélyiilt olvasas, a szép iranti fogékonysag. Széles latokord, nagy-
miiveltségii ember is volt, nemcsak elismert tudés, kivalé pedagégus, akinek
tavozasa nagy veszteség mindnyajunk szamara, akik ismertiik, nagyrabecsiil-
tilkk. Nemcsak a magyar patholégusok, de az egész magyar orvostudomany
miivel6i is fajdalommal &rzik emlékét.

Jellinek Harry
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Semmelweis Orvostudominyi Egyetem I. sz. Gyermekklinika, Budapest

AZ ORVOSTUDOMANY; EGYETEMEK ONALLOSAGA
KIALAKITASANAK CELJA

GEGESI KISS PAL

akadémikus

Kozlésre érkezett: 1976. I1. 27.

Egy ilyen nagyméreti szervezettséget, helyesebben kifejezve egy ilyen
hatalmas, allandé mozgasban levé bonyolult él§ szervezédottséget, mint ami-
lyen a budapesti Semmelweis Orvostudoményi Egyetem, a maga egészében
attekinteni még egy bizonyos adott pillanatra vonatkoztatva is aligha lehet-
séges. Még megoldhatatlanabb egy negyedszézad folyamatainak osszefiiggéseit
atfogni. Ez iinnepi 6raban nem is tekinthetem feladatomnak a targyi jellegii
eseményekkel, folyamatokkal valé foglalkozast, hanem az egyetem azon ossze-
fiiggéseit probalom felidézni, amelyek ezt a szervez8dottséget az orszag szellemi
életének egyik fellegvarava tették és teszik. Gondoljak csak el ezen az egyete-
men évrdl-évre tobbezer kialakuléban levd tanulé ifji és a velitkk foglalkozé
tobbezer kiilonb6z8 felkésziiltségl, fejlettségli, tehetségii oktaté él, dolgozik,
tanul, tanit, nevelddik és nevel, igyekszik énmagat minél teljesebben kiala-
kitani, készségeit, képességeit érvényesiteni. Az egyetem 25 éve — amit most
iinnepliink — szervesen illeszkedik be az orszagnak a felszabadulas 6ta eltelt
30 évébe. E 30 évben az orszag egésze felmérhetetlen eréfeszitéseket tett, hogy
olyan tarsadalmat, olyan allamhatalmat, igazgatasi halézatot, termeld és
fogyaszté gazdasagi egységet hozzon létre, ami biztositja a fejlett szocialista
tarsadalom felépitését. Az egyetem élve az orszag altal nyijtott lehetdséggel
e 25 év alatt annyi \j orvost képezett, akik a ma dolgozé tébb mint 20 000
orvosnak legalabb felét teszik. Vagyis t6bb mint 10 000 1j orvos beallitédasa,
gondolkodasanak rendszere, magatartasa, viselkedése mechanizmusanak
alapsémai itt ezen az egyetemen alakultak ki. Ezen orvosok az orszagban
fontos szerepet téltenek be, dgyszélvan atszovik az orszagot és komoly hatést
gyakorolnak az emberekre. Hatadsuk két irdnyban is érvényesiil. Egyrészt
szakmai munkéjukkal a mindennapi gyakorlatban érvényesitik azokat a tanul-
takat, amiket az egyetemen mint korszerli egészségiigyi tevékenységet el-
sajatitottak. Masrészt orvosi munkéjuk kézben emberi kapcesolataikkal hatnak
az emberek gondolkodéasara. Atadjék pacienseik kozbejottével az embereknek,
a csaladoknak azt a szellemiséget, azt a gondolkodéasi médot, azt az emberi

* A Semmelweis Orvostudomdnyi Egyetem 6ndllovd vildsdnak 25. évforduléjdn, 1976.
februar 25-én tartott eladds nyomaén.
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magatartasi és viselkedési cszményt is, amit az egyctemi éveik alatt alakitottak
ki magukban.

Ekként az egyetem elmult 25 éve credményeket hozott 6nmagara az
egyctcmre vonatkozéan és credményeket hozott az orszag egészére vonat-
kozoéan. Arra kellene most térckednem e 25 évre visszacmlékczve, hogy objek-
tive kovessem az egyetem e 25 évének torténelmét. Barmennvyire is igyekszem
azcnban, magamnak is tudomasul kell vennem, és kérem tisztelt hallgatéimat
is, vegyék mindnyajan figyelembe, hogy minden emberi emlékezés telitve van
szubjektiv elemekkel. Nem lehet ¢z masként, hiszen minden emlékezéskor
emb«r emlékezik a sajatos lénye egészével. Van-e hat torténelmi hisége az
emlékezésnek? Azt gondolom, hogy csak az ilyen emlékezésnek van igazi
tirténelmi hiisége. Az egykori id8ket atélt ember ma is él6n tjra éli egykori
élctét egyiitt az akkori és a mai vilaggal, és ez az egyiittélés, egyiittérzés adja
az elmondandék igazi torténelmi hiiségét. Az ekként emlékezd emberi szubjek-
tum a milt, a jelen és a jov8 egységét képviseli mondanivaléiban. Ebben az
emlékezésben a jelen a hid a mult és a j6v6 kozott, a milt eredményeinek ér-
tékelése a jelen és a jové szempontjabol térténik. A milt tapasztalatainak
birtokaban lehet felmérni a jelenben a jév6re vonatkozé elképzelések meg-
valésithatésagat.

A 25 év eldtti 1950/51-ik tanév az onalléva valt egyetem els§ éve. Akkor
mar 5 év telt el 1945 6ta. Kemény munkaval eltelt 5 esztend§ volt ez. E munka
rakta le az alapjait az immaron 4j 6nallé egyetem kialakitasa lehet§ségének.

Milyen egyetemet képzeltiink el akkor?

Az egyetemrdl valé elképzeléseinket meghatarozta az egészségiigyrdl
kialakult véleményiink. Ijgy véltiik, a korszert egészségiigy négyes tagolasu
legyen. Ennek megfelelGen foglalkozzon: 1. az aktiv egészségvédelemmel, az
egyén és a kozosség egészségvédelmével, 2. a bajok, a betegségek megel§zésé-
vel, a specifikus és a nemspecifikus prophylaxissal, 3. a mar megbetegedettek
gyobgyitasaval, az esetleges jarvanyok lekiizdésével, éspedig korai aktiv radi-
kalis therapiaval, és végiil, de nem utolsé sorban 4. foglalkozzon a betegség
akut szakaszanak lezajlasa utan a szélesen értelmezett rehabilitaciéval, az
embernek a baj, a betegség keletkezése elGtti életélés allapotaba valé vissza-
segitésével.

Az egészségiigyet az emberrel kozvetleniil foglalkozé olyan tevékenység-
nek tekintettiik, amely tevékenység— osszesség feladatanak tekinti: @) az ember
testi szervezetével, b) az ember psychikumaval és ¢) a kett§ egységével az
emberi személyiség problémiival valé torgdést.

Vilagos volt az is, hogy az éppen most mondottak szerint értelmezett
egészségiigyi tevékenységet csak tigy lehet eredményesen végezni, ha ez a
tevékenység két hatalmas pilléren nyugszik: 1. az allami egységes egészség-
iigyi szakszolgalaton, és 2. a széles tarsadalmi jellegl tevékenységrendszeren.
Az allami egészségiligyi szakszolgalatot az allami egészségiigyi intézményekben,
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ill. szcrvezctekben orvosok, szakképzett egészségiigyi kozépkaderek végzik,
a tarsadalmi jellegii tevékenységet pedig tigysz6lvan minden ember, minden
csalad, akikct — tehat a ,,Jaikusokat” — a Voroskereszt szervezetei készite-
nek fel e feladatok megoldasara. Hogyan is tudnak a jészandékd ,,laikusok”,
a voroskeresztesek tevékenysége nélkiil a kozel 3 millié magyar csalad mindeni-
kéhez eredményesen eljuttatni a szakszolgalat az egészségiigyi tudnivalékat,
és hogyan is lehetne e ,,laikusok™ segitsége nélkiil el is fogadtatni és a minden-
napok életében médszeresen cselekvGen alkalmazni az orvostudomanyok altal
elméletileg kidolgozott tennivalékat.

Mi alakitotta ki az egészségiigyrél ezt a szemléletiinket mar az 6nallé
egyetem megalakitasanak idejére? Az a sok-sok mindennapi tapasztalat, amit
az egyetem onallova alakitasit megel§zd kozel 30 éves orvosi gyakorlé és
kutaté munka folyaman szereztem. Meggy6z8déssé valt bennem, hogy az
orvosnak nemecsak az ember szerveivel, szervrendszereivel kell foglalkozni,
nemcsak a betegségekkel, a betegségi allapotokkal, a betegségi folyamatokkal,
hanem az egészséggel, az egészségi allapotokkal, az egészségi folyamatokkal
is. Fontos ez, hiszen minden betegségi folyamat, betegségi allapot egészség-
folyamatbél, egészségallapothél alakul ki, és minden betegségi folyamatot
egészségallapotba, egészségfolyamatba igyeksziink visszajuttatni. Ez min-
denekel6tt azt jelenti, hogy az egészségre vonatkozé ismereteket nemcsak
azokhoz kell eljuttatni, akik valamilyen formaban mar betegek, hanem el kell
juttatni mind a harommilli6 magyar csalidhoz és a csaladtagokhoz. Azért
helyes ez a felismerés, mert lényegében az emberi élet a csaladokon alapszik.
Mindenki minden nap a csaladbél indul napi ttjara és este valamilyen csalad-
hoz jut vissza megpihenni. Eredmény eléréséhez a csaladban kell tehat el-
iiltetni az alapvetd egészségi ismereteket. Ezt az orvosok segitségével hazank-
ban a tobb mint 10 000 Véroskereszt-szervezet tudja elvégezni.

Masrészt a mindennapi gyakorlat ravezetett annak a felismerésére is,
hogy az ember és kornyezete, éspedig az egybeszév8d§ természeti és tarsa-
dalmi kérnyezete funkcionalis egységet képeznek mind egészségallapotban,
mind betegségekben. Nem szabad tehat az embert sem egészséges allapotaban,
sem betegségében az életfolyamata egészébdl, a kornyezetébdl kiszakitva,
attdl elkiilonitve szemlélni, mert ekként eljarva sem a bajba jutotton, a bete-
gen nem lehet eredményesen segiteni, sem a baj, a betegség keletkezését nem
lehet megel6zni. Az emberi test szervei: a tidé, a sziv, az erek, az agy, az ide-
gek, a maj, a gyomor, a belek, a szem, a fiil, a torok, a szaj, a vesék, a higy-
utak, az izom, a csont- és iziiletrendszer csak a kényvekben és a boncasztalon
léteznek kiilon-kiilon. A gyégyité orvos mindig az emberrel, az ember egységes
egészével, az emberi személyiséggel kell foglalkozzon. Az orvos az egyes szer-
vek, szervrendszerek miikodését az emberi kozosségekben €18, dolgozé, alkotd,
érz8, gondolkod6, masik emberrel, csaladjaval, gyermekével, sziileivel, bara-
taival, munkatérsaival, tanitémestereivel és tanitvanyaival egyiitt él§ egyéni
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individuumokban, mint sejtjei, szovetei, szervei summatio feletti egységében
kell szemlélje.

Az egészségiigy azért nagyon bonyolult, mert az ember és kornyezete,
kiilsndsen tarsadalmi kornyezete ugyancsak nagyon bonyolult. St azt mond-
hatjuk, hogy az ember bonyolultsaga alig tekinthetd at.

Mivel a mai toérténelmi szakaszban az ember az ontogenezis folyaméan
biolégiai és tarsadalmi hatasok egybeszov6dd érvényesiilése kozben érik és
fejlédik, az orvos figyelembe kell vegye mind a biolégiai, mind a tarsadalmi
tényezdket. Figyelembe kell vegye ezek egymasra hatasat és az egybeszedd-
dott természeti és tarsadalmi hatdsoknak az emberre érvényesiilését a magzati
élettdl kezdve a megsziiletésen at a csecsem-, a gyermek-, az ifji-, a felngtt-,
az oreged§ és az oreg életkorszakokban egyarant, ha e korok egészségallapo-
taval és betegség folyamataival eredményesen akar foglalkozni.

A magzati és az Ujsziilott életszakban levd egyed tigyszélvan tisztan
biolégiai jellegli lény. Ebben az életszakban az érvényesiild kornyezeti hata-
sok — a kedvezdk és az artok egyarant — tisztan természeti jellegd hatasok.
Ilyen hatasokra halad eldre a testi szervezet érése kedvezfen vagy kedvezdt-
leniil a filogenezishen beprogramozédottak torvényszertiségeit kovetve. A cse-
csemGkortdl kezdve viszont az ontogenezis eldrehaladasaval mind jelent8sebb
és jelent8sebb a szerepe mind az érésben, mind a fejlédésben a tarsadalmi
jellegli kornyezeti hatasoknak, éspedig mind a pozitiv mind a negativ jellegi-
eknek.

A feln8tt emberrévalas itjan az eredményes egészségiigyi tevékenység-
ben emiatt nemcsak a klasszikusan értelmezett orvosi ismeretekre van sziik-
ség, hanem ezek mellett elengedhetetlen bizonyos tarsadalmi tudomaényok
— elsGsorban a psychologia, a pedagégia, a szocio 6gia — orvostudomanyi
szempontb6l valé ismerete is. Elengedhetetlen ez, mert a csecsem&korszaktél
kezdédve mind az egészségallapot, mind a betegségi folyamatok és allapotok
milyensége egyardnt fiigg szomatiko-psychés és psycho-szomatikus mozgas-
irdnyd egészséges és koros hatdsoktol. A psychikum pedig déntSen a tarsa-
dalmi hatasok feldolgozasa folyaméan alakul ki.

Azt kell mondanunk, hogy a mai korszerd orvosi gondolkodas harmas
rendez§dottségl beallit6das egységén kell nyugodjon. Egyrészt az orvosi gon-
dolkodasnak biolégiai kiindulasinak kell lennie. Szamitasba kell venni, hogy
a ma létez§ egyed ember is a 1étezés életfolyamatanak szerves, kiszakithatat-
lan része. Sziikséges tehat, hogy az orvos az egyedet ne a biologiai folyamatbél
kiszakitva szemlélje, hanem mindig vegye szamitasba mintegy a filogenezis-
ben kialakult térvényszertiségeket, a humangenetikat: az oroklési, a vele-
sziiletett tényezdket. Az ember egyed ma is olyan valami, aki az 6sék altal
évmillickon at kialakitott, megszerzett morfologiai és fiziolégiai tulajdonsa-
gokat, képességeket, készségeket, adottsdgokat bizonyos fokig és bizonyos
formaban velesziiletetten magaval hozza az egyedi életéhez. Az lehet, hogy a
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velesziiletetten magaval hozottak nem kozvetleniil a megsziiletés utan, hanem
valamelyik kés6bbi életszakban manifesztdlédnak, de ez a lényegen nem
valtoztat.

Ez a biolégiai tényez§ azonban csak az egyik olyan dsszetevs, amit az
orvosnak szamitasba kell venni. A méasodik az a ténycsoport, hogy a ma ¢l
ember csak tarsadalmi jellegli kornyezettel funkcionalisan szoros egységet
alkotva tud egyéni életében kibontakozni. Az egyén csak ekként, tarsadalmi
létezés-formaban tudja az adott lehet8ségein beliill 6nmagat megvaldsitani,
megfogalmazni. A mai ember életét ugyanis — éspedig mind testi-szervezeti,
mind psychés életét — megsziiletésétdl kezdve folyamatosan tarsadalmi jelle-
gl kornyezet, ilyen vagy olyan emberi kozosség alakitja. Kiilsd tarsadalmi
hatésra épiil be, felndtti kozosség épiti be tudatosan és nem tudatosan, akarva
és nem akarva az 1j egyén idegrendszere miikodésébe azokat a programokat,
azt az életcélt, azt az értékeld rendszert, azt a vilag modellt, azt az ,,élet ér-
telme” modellt, amelyek kés6bb élete folyamatat mintegy a kibernetika tor-
vényszerdségei szerint vezérlik. Ekként ilyen vagy olyan mértékben minden
ember ,,tirsadalmi emberré” valik. A kiilvilaghdl és a sajat belvilagabol
6t ért ingerekre olyan valaszt ad, ami a tarsadalom altal mar korabban ,,el-
fogadott” formajt és tartalmi, vagyis 4ltalanos tarsadalmi ,,megegyezéses”,
konvencionilis.

Félreértések elkeriilése végett roviden megemlitem, hogy az éppen most
széban lev§ emberi kozosség az egyedi élet kezdet kezdetén csak az egyénbdl
sajat magabél és az anyabél (a gondozobdl) all. A kérnyezet, mint hatds-
tényezd csak az egyedi élet késdbbi szakaszdban béviil. Fokozatosan kezd
eredményesen hatni mint kérnyezet a csalad egésze, az anya mellett a t6bbi
csaladtagok, majd még kés6bben a csaladon kiviili kozosségek, mint kérnye-
zethatésok: a béles8de, a napkézi, az 6voda, az iskola, majd a felngttségben a
munkahely. Mind e helyeken az ingerforrasok: a sajat kortarsak és az id§seb-
bek: a felndttek. Mindezekkel egybe szév8dve az élet bizonyos szaka utan
érvényesiil, mint koérnyezethatds a mindennapi tarsadalmi élet: az utca, a
jatszoterek, a kozlekedés, a kereskedelem, az iidiilési, a kultiralédasi, a hir-
kozlési, a szérakozasi helyek mindennapi életének hatastényezdi. Bar lényegé-
ben a csalad maga is formajaban és élete tartalméban egyarant fiiggvénye a
tarsadalom milyenségének, mégis a fiatal egyed szubjektuma szamara jogosan
kiilénitjiik el mint hatastényezéket: a csaladot és a csaladon kiviili tarsadalmat.

Az emlitett kérnyezetek, emberi és targyi kozosségek, szervezodottségek
a legfiatalabb életkortél kezdve folyamatosan kozvetleniill vagy kézvetve
hatnak az egyedre. E kornyezetek 1étezéséb6l fakadé jelenségek, mint ,,in-
gerek” az egyed idegrendszerét, szervezetét ingeriiletbe-izgalomba hozzak.
A szervezet egésze miikodésének rendszere, ezzel egyiitt a psychikumat is
magaban foglalé személyisége az ekként keletkezett ingeriileteknek, izgalmak-
nak belsd és kiilsé egyéni feldolgozasa nyoméan szervezédik. Ekként valik

Orvostudomdny 27, 1976



12 GEGESI KISS PAL

fiiggvényévé az egyén szervezeti miikodésének rendszere, valamint személyi-
sége a kornyezeti, a tarsadalmi folyamatos rahatasoknak.

Az orvosi gondolkodasban az eredményes tevékenységet segité harmadik
rendezddéttség abbol adddik, hogy a mondottakon til a mai ember, a széban
levé egyed az altalanos emberin beliil egy bizonyos csupén egyetlen egyszer
létez6, mindenki mastol eltérd, a kozosségben élve is elkiiloniilt kiillonds egy
ség, kiilonoés individuum is. Egyéni élete torténelmi egyediségébdl kifolydlag
csupan &t jellemzd egy bizonyos dsszefiiggésii szubjektiv emlékanyag, a jelek-
nek — tidl az éltalanosan elfogadott konvencionalis jelentésén — ,,a nekem
jo’ és ,,a nekem rossz’’ térvényszertiségei szerint kiilonos egyedi jelentés rend-
szere van beépiilve az idegrendszerébe, a szervezetébe, a psychikumaba, a
személyisége egészébe. Ez az egyéni szubjektiv emlékanyag, a sajatos emlék-
vilag, sajatos egyéni jelentésrendszer részben mint statikum, részben mint
dinamizmus a szélesen értelmezett emlékez8 miikodés kozbejottével befolya-
solja az egyént a mindennapok életének élésében. Az orvosi tevékenységben
ez az individualitas, ez a szubjektiv létezési osszefiiggés mind a szervezeti
miikédési rendszer, mind a psychikum, mind a személyiség egésze megnyilva-
nulasainak szempontjabol csak egyénenként és egyénien kozelitheté meg.

Ezt a szubjektiv egyéni emlékvilagot, emlékanyagot, emlékezd mii-
kodést tagabb értelemben kell felfogni, mint ahogyan altalaban szoktak.
Az emberi emlékvilaghan nemcsak verbalizaltan intellektualis szférarsl van
sz6. Szitkséges — ha csak egészen vazlatosan is — érinteni az emlékvilag struk-
tarajat.

Az egyéni emlékvilagnak, emlékanyagnak egyik részét, a statikai jellegii
részt az egyedi élet folyaman a testi-szervezet morfolégias jellegli struktirajara
haté tényezbk hozzdk létre. Ilyen szempontbol nézve statikai, morfolégiai
jellegti ,,emlékanyagok™ pl. mindazok a hegek, mindazok a végleg megmaradé
morfolégiai elvaltozasok, amelyek a testi-szervezetben az egyedi korabbi
koros életfolyamatok folyaman keletkezett elvaltozasok kovetkeztében jottek
létre. Az ilyen morfolégiai struktira-valtozas az egyed egyéni ,,emlékanyaga”,
mert hiszen egyénileg csupan 6t jellemzden, specialisan megszabja bizonyos
élettani miikodések milyenségét. Gondoljunk példaként a keményen merev
mitralis stenosisra, vagy valamilyen baleset kovetkeztében létrejott végtag-
csonkolédasra, vagy myocardialis heg altal létrehozott pitvar-kamrai vezetési
blockra.

A dindmia-szerdi ,,emlékanyagokat” a kozvetlen funkcionalis jelleg
hatarozza meg. E funkcionalis emlékanyag részben fiziolégiai, részben psycho-
légiai jellegli. A kozvetlen funkcionalis megnyilvanulasi dindmia-szeri em-
lékek is rendszerekké szervezddnek. Ezek a funkcionalis rendszerek szerve-
zédhetnek a verbalizalt tudatszféraba mint 6sszefiigg6 képzetek, fogalmak,
érzetek. Szervezddhet az ilyen emlékanyag a nem verbalizadlt emocionalis

. p

(érzelmi, indulati) szféraba. Mindkét elhelyezkedésli emlékanyag, illetve mind-
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két emlékanyag forma, mivel dinamia jellegli, hatasidban befolyasolhatja az
egész személyiséget, annak magatartasat, megnyilvanulasait, leterjedve a
hatas egészen a vegetaciés sejti-szoveti miikodésig. Fiziologiai jellegli emlék-
anyagként tekinthetjiik a kiilonb6z6 immunitasokat, allergidkat, hyperergia-
kat, kiilon kiemelve az autoimmun folyamatokat. Psycholégiai emlékanyag-
nak tekinthetjiik sok mas mellett az egyes targyak, jelenségek, emberek iranti
alig magyarazhaté szimpatiakat, antipatidkat, bizonyos helyzetekben a szo-
rongasokat, mas helyzetekben az euforiat.

Az emberben az egyedi élete folyaman mintegy torténelmileg felgytlt
és beépiilt egyéni szubjektiv ,,emlékanyag’ azt is befolyasolja, hogy egy aktua-
lis pillanatban az egyedre haté ,,inger’’-t — legyen az inger testi vagy psychés
jellegti, legyen az fert8zés, vagy sériilés, sértés (testi vagy psychés sértés) —
az egyednek ossz-szervezeti miikodése, psychikuma, személyiségének egésze
miként dolgozza fel, miként értékeli, miként kédolja, majd a bels§ feldolgozas
eredményeként az ingerre miként ,,valaszol”. Az orvosnak azért szitkséges ezt
is figyelembe venni, mert hiszen a ,,betegség” is ilyen feldolgozas eredménye,
ilyen ,,valasz”.

Az a harom nagy gondolkodasi alap-rendezddttség tehat, amin az ered-
ményes orvosi tevékenység felépiil, roviden osszefoglalva a kovetkezs: 1.
egyrészt az ember, akivel és akinek problémaival foglalkozunk, ma is alap-
jaban biolégiai jellegét megérzott lény. Az ember minden megnyilvanulasa
— ekként egészsége és betegsége — ma is fiigg biologiai tényez8ktsl. Azt
jelenti ez, hogy a morfolégiai és fiziologiai jelenségek és folyamatok adjak azt
a keretet, amin beliil minden torténik. 2. Masrészt ugyanekkor ez a biologiai
eredetli ember és problémai minél inkabb halad az egyed ontogenetikus érése
a felnGttség felé, annal inkabb egybe vannak forrva kérnyezeti, tarsadalmi
tényezdkkel. Ez viszont azt jelenti, hogy az ember gondolkozasi és érzelmi
szférajanak torténései az emberi kapcsolatokban a humanizaciok azok, amik
az emberi szubjektum szerint mindennek az értelmét adjak. 3. Es végiil az
ember és a mindenkori problémai (és igy bajai, betegségei) szorosan fiiggenek
sajatosan egyéni szubjektiv ,,emlékanyagatol”, emlékvilagatol, sajat egyéni
élettorténetétdl. Ez azt jelenti, hogy az egyén torténéseinek vezérlGje: ,,az én”
életcélja, ,,az én”” megvédése a személyiségen beliil, ,,az én’’ helyének meg-
keresése és rogzitése a vilagban: a targyi, a rendszeri és a személyi vilagban valé
érvényesiilése.

Ez a harom tényezScsoport hatasiban egybefonédva szabja meg az
egyén személyiségében felépiilt azon kibernetikai rendszert, ami vezérli,
meghatarozza azt a magatartast, azt a reagalasi médot, ahogyan egy bizonyos
,.betegséget” kivalté ingerre a testi-szervezete, a psychikuma, a személyisége
egésze valaszol: megbetegszik, majd meggyogyul. Ha e harom tényezs-cso-
portot mar régen elfogadott fogalmakkal kivanom réviden jeldlni: constitutio,
aktualis conditio és aktualis személyiségrgl szélhatok.
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Az egészségiigyrdl, az eredményes egészségiigyi tevékenységrdl kiala-
kult és ezittal csak egészen vazlatosan dsszefoglalt nézetiink megszabta mar
ezeldtt 25 évvel is és azéta is valtozatlanul megszabja azt is, hogy milyennek
képzeltiik el és milyennek szerettiik volna latni az 6nalléva valé orvostudo-
manyi egyetemet.

Az €lsé igény, hogy ne legyen az egyetem valamiféle szellemi arisztokra-
tikus jellegli elefantcsont-torony. Az egyetem legyen az egységes magyar
egészségiigy szerves része. Vegyen részt az egészségiigyi gyakorlat feladatai-
nak megoldasaban. E tevékenysége kiozben torekedjen arra az egyetem, hogy
mind a nem-manualis, mind a manualis szakmékban kivaléan vizsgalé, koris-
mézd, gyogyitd, operalé orvosai legyenek, olyan valéban jé orvosok, akik a
beteg emberrel valé foglalkozasnak minden részletét nagy technikai készség-
gel, nagy elméleti felkésziiltséggel, gazdag gyakorlati tapasztalatokkal tudjak
végezni, akik meg tudjik nyerni a betegek bizalmat, akiknek személyisége
a legnemesebb ,,gyégyszerként’ hat, és akiknek mar a jelenléte a beteg szerint
,.fél gyogyulast” jelent. Legyenek az egyetem orvosai jo szervezfk, a rendel-
kezésre all6 anyagi és személyi adottsagokat az elérendd cél érdekében tudjak
hasznosan mozgésitani.

A gyakorlati élettel valé szoros egyiittmiikédés azonban ne mondjon
ellent annak az igénynek, és ez a masodik igény az egyetem irant, hogy ugyan-
akkor legyen az egyetem az orvosi tudomdnyok egyetemességének fellegvara,
valéban az orvostudomanyok ,,universitasa”. Az egyetem tudoményos kutaté
munkéjinak témaéi mindenekeldtt a magyar egészségiigyben is jelenlev§ prob-
lIémak megoldasi torekvéseit segitsék. Ahogy mondani szoktuk, a kutatas a
betegagytol, a magyar egészségiigy problémaitél induljon és az eredményt a
betegagynal, a magyar egészségiigyben lehessen felhasznalni. Es ezt a klinikai
tudomanyos munkat akként kell végezni, hogy a kutaté ne tekintse a beteget
valami kisérleti alanynak, hanem minden ténykedés jaruljon hozzi a gyégyi-
tashoz is. Es a kutaté mindenekel6tt tartsa be a ,,nil nocere” térvényét.
Ugyanakkor legyen ereje az egyetemnek arra is, hogy tamogassa, kisérje
figyelemmel és kellként értékelje az un. alapkutatasokat. Olyan alapkutata-
sokat, melyeknek kozvetlen gyakorlati haszna ma még nem latszik, de amely
kutatasok szerves részei a ma még meg nem oldott elméleti kérdésekkel fog-
lalkozéasnak.

Ezen egybefonédé kettds beidllitodas, vagyis a gyakorlattal és a tudo-
manyokkal valé egybetartozas adja meg az alapjat az 6nallé egyetem irant
tamasztott harmadik igénynek: legyen az egyetem a legnemesebb értelemben
vett ,,orvosi iskola”. Olyan felsGfoku orvosi iskola, ahol nem csak kivalé szakmai
felkészités torténik, hanem ahol vezetésre és nyugodt, dolgos, alkoté, boldog
életre alkalmas és més embereket is ilyen irdnyban befolyasolni képes szemé-
lyiségl emberek alakulnak ki. Ennek dént6 feltétele a jol felszereltség és anyagi
ellatottsdg mellett, hogy ne legyen az egyetemen egymas mellett é16 két vilag:
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kiilén a professzorok, a mar doktoralt, esetleg tudomanyos mindgsitést szerzett
kutatok vilaga és kiilon a még kialakuléban levéd ifjisag viliga. Ne legyen
kiilon vilaga a katedran all6, feliilr6l beszéld, el§adé tanaroknak, és kiilon
a velilkk valéban szemben a padokban alacsonyabban iilé ,,hallgaték’’-nak.
Legyen az egyetemen egyetlen egységes vilag: az egyiitt gondolkozé, az egyiitt
érz8, az egyiitt cselekvé, az egyet akaré, a tanitva-tanulé és a tanulva-tanité
fiatalabb és id8sebb, egyetlen célt szem el6tt tartd, egymast tiszteld, egymas
torekvéseit becsiils és segité munkatarsak vilaga. Legyen ko6zos céljuk: a jelen-
ben és a jovében minél eredményesebb egészségiigyiellatast biztositani az ember-
tarsaknak, és minél hathatésabban hozzajarulni az orvostudoméany hazai és
nemzetkozi fejlédéséhez. Az egyetemen é16 és dolgozé tanarok és ifjak segit-
sék egymast a szocialista gondolkodasu és erkélesii személyiségli emberré
valas dtjan. A megfelel§ emberi interperszonalis kapcsolat, a széval-oktatas,
az egyiitt végzett gyakorlati tevékenység, a tudomanyos kutaté munka
egyiitt legyenek az orvosképzés, az orvossa nevelés eszkozei.

Ugy képzeltem el, hogy ekként az 6nallé orvosegyetem nemcsak az
orvosi gyakorlati és kutaté tudominyos életnek lesz fellegvira, hanem a
magyar szellemi életnek is egyik koézpontjava valik.

Az évszazados multi orvosi fakultas megérizve a legjobb hagyomanyo-
kat megijiltan mint 6nallé egyetem a most altalunk iinnepelt 25 éves mun-
kajaval és fejlédésével bizonyitja, hogy komoly odafigyeléssel, megfeszitett
akardssal, célszerli folyamatos munkaval fokrél-fokra meg lehet valésitani a
25 év elbtti elképzeléseket és a kittizott célokat kovetd egyetem hozza tud
jarulni hazankban a maga sajatos eszkozeivel a legf6bb cél, a szocialista tar-
sadalom felépitéséhez.

E visszaemlékezés befejezéseként kivanok a 25 éves fennallasat iinnepld
6nall6 Semmelweis Orvostudomanyi Egyetemnek az id6k végtelenségéig ered-
ményekben, sikerekben gazdag jovenddt!
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AZ ADRENOCORTICOTROPH HORMON (ACTH)
ELVALASZTAST SZABALYOZO MECHANIZMUSOK *

STARK ERVIN
az MTA levelezid tagja

Kozlésre érkezett: 1975. IX. 26.

J6l ismert, hogy ha a szervezetet a legkiilsnb6z8bb megterhelések érik,
a hypophysisbdl ACTH keriil a keringésbe, aminek hatasara a mellékvese
fokozott corticoid elvéalasztassal reagal. Az ACTH elvalasztasat szabalyozé
mechanizmus magyarazatara két idét allé elmélet alakult ki:

1. a corticoid feedback vagy autoregulaciés szabalyozis és a

2. neurohumoralis szabalyozas.

Az ACTH elvilasztas negativ feedback mechanizmus tdtjan valé szaba-
lyozasanak elmélete azon a felismerésen alapult, hogy a vér corticoid szint-
jének valtozasa az ACTH elvalasztast ellenkez§ iranyban befolyésolja. Az el-
mélet megalapozéi Sayers és Sayers (1948) szerint ,,nyugalmi” korilmények
kozott a szoévetek corticoid sziikséglete alacsony, a glycocorticoidok szintje
csak viszonylag sziik hatarok kozott ingadozik. Az ingadozasok a hypophysisre
kozvetleniil vagy kozvetve hatnak és ott ellenkezd iranyd mikodés valtozast
okoznak. Stressz esetén megnd a szdvetek corticoid igénye, csékken a corticoid
szint a vérben, ill. a szovetekben, s ez fokozott ACTH elvalasztashoz vezet.
Ez a mechanizmus a szervezet sziikségletének megfelel6 hormonilis ellatott-
sdgot automatikusan biztositja.

Az ACTH elvalasztas autoregulaciés elmélete hosszi idén at elfogadott
volt; néhany kisérleti tény azonban ezen elmélettel nem volt dsszeegyeztet-
hetd; igy pl. a megterhelést kovetden a plazma corticosteron szint mindig
emelkedett, de az emelkedést megel6z8en nem csokkent. Yates és munka-
tarsai (1961) ezt az ellentmondast elegans elmélettel igyekeztek feloldani.
Elméletiink szerint stressz esetén a fokozott ACTH elvalasztast nem a plazma
corticoid szintjének csokkenése inditja meg, hanem a szévetek megnovekedett
corticoid igénye, ami a kozponti idegrendszer corticoidra specifikusan érzé-
keny kézpontjaban virtualis corticoid hianyt jelez és ez inditja meg automa-
tikusan az ACTH fokozott elvalasztasat.

Késébb azonban Smelik (1963) kimutatta, hogy az exogen corticoiddal
eldidézett magas plazma corticoid-szint nem gatolja meg az egyidejiileg alkal-
mazott stressz okozta ACTH elvalasztast.

* Az 1974. XII. 3. székfoglalé el6adds.
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Sajat kisérletsorozatunk megerdsitette ezt a tényt (Stark és Fachet,
1963). Mivel a patkény glycocorticoidja a corticosteron, hogy az exogen és
endogen corticoidot kiilon mérhessiik a plasmaban, dexamethasonnal el6kezelt
allatokban megfelel§ szeparalas utidn parhuzamosan mértiik a dexamethason
koncentraciéjat és a stressz okozta corticosteron szint valtozasét a vérben pat-
kanyban. A corticosteron az ACTH elvalasztas indikatoraul szolgalt.
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60 /\\7
40
> 0

L

Dexamethason
ug/ 100 ml

T T

T,
7 2. 3 4 ora
[N #ontrot

60 P Formaldehid
1 s, Z,?mg/l%ég sc

Corticasteron
g/ 100 ml

Kontroll

Dexamethason utan

1. dbra. Dexamethason szintje a plazmdban és stress okozta ACTH elvalasztds dexamethason
(250 ug/100 g i.p.) injekcié utdn.

Mint az 1. abra mutatja, a formalin még egy éraval a dexamethason
beadésa utan is jelent8s corticosteron szint emelkedést idézett el8, annak
ellenére, hogy a plasma dexamethason szintje igen magas volt. Az ACTH el-
valasztas gatlasa fokozatosan, csak néhany o6raval a dexamethason beadasa
utan alakult ki. E kisérleteket gy értelmeztiik, hogy az akut stressz okozta
ACTH elvalasztas fokozédasa nem a negativ feedback mechanizmuson keresz-
tiil valésul meg, mivel a fokozott ACTH elvalasztas még a feltételezett virtua-
is corticoid hidny kivédésével sem akadalyozhaté meg.

Ennek ellenére bizonyos, hogy az ACTH elvalasztas szabalyozasinak
egyik fontos tényezdje a corticoid feedback hatasa.

A corticoidok negativ feedback hatdsanak érvényesiilése fiigg a keringé
corticoidok mennyiségétdl, a megterhel§ inger intenzitasatél, az id8tdl, mely
a beadéasat kovet8en eltelik a stresszor alkalmazésaig, sth. Amit hangsilyozni
kivanok az az, hogy nyugalmi allapotban lev§ allatban az akut stressz okozta
ACTH elvalasztas fokozédasa nem a negativ feedback mechanizmus ttjan
jon létre.

Ha az akut megterhelésre bekivetkezett fokozott ACTH elvalasztast
nem a negativ corticoid feedback mechanizmus inditja meg, akkor milyen
mechanizmus teszi ezt?
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Az elmiilt 25 év alatt szamos adat gyt 6ssze, amelyek arra mutattak,
hogy a stresszre bekdvetkezkez5 fokozott ACTH elvalasztasban a hypothala-
musnak koézponti szerepe van.

Az 1950-es évek ota végzett igen nagyszami vizsgélaton alapul az a
hypothézis, hogy a hypothalamus egy az ACTH-termelését szabalyozé anya-
got a corticotrop releasing faktort (CRF) termel, és hogy a hypophysis hor-
montermelését szabalyozé CRF a hypothalamust a hypophysissel 6sszekotd
specidlis érrendszeren keresztiil jut az adenohypophysisbe. (Harris, 1955,
Harris és George, 1969). Ez az anyag a medialis basalis hypothalamus (az
MBH) egy jol koriilirt teriiletén, a Halasz (1968) altal lokalizalt hypophyseo-
troph areaban szabadul fel.

Sokkal kevésbé ismertek azonban azok a mechanizmusok, afferens palyak
melyeken keresztiil a legkiilonb6z8bb stresszorok stereotip médon bekiovetkezd
fokozott ACTH elvalasztashoz vezetnek.

A stressz reakcié afferens palyai alatt a kovetkez6kben mindazokat az
informéciékat tovabbité mechanizmusokat értjiik, melyek a hypothalamus-
hypophysis egységet aktivalva ACTH kibocsajtashoz vezetnek. Ezen infor-
maciét tovabbité mechanizmusok lehetnek idegingeriilet, a szisztémas kerin-
gésbe vagy liquorba jutott humorilis mediatorok, vagy barmely mas kerin-
gési, anyagcsere valtozas, melyek kozvetleniill vagy kozvetve, egymast in-
dukalva érik el a hypothalamus-hypophysis egységet.

Fortier volt az els§, aki a stressz okozta ACTH elvalasztas szabalyozasa-
nak kett8s mechanizmusat tételezte fel (Fortier, 1951). ,,Neurotrophnak™ ne-
vezte azokat az ingereket, amelyek csak akkor voltak hatdsosak, ha a hypop-
hysis kapcsolata a hypothalamussal megmaradt, vagyis amelyek a koézponti
idegrendszer itjan hatnak. ,,Szisztémdsnak” azokat, melyek a hypothalamikus
osszekottetésétsl megfosztott hypophysist a szisztémas keringés itjan képe-
sek ACTH elvalasztasra serkenteni.

A stresszoroknak neurotroph és szisztémas csoportra osztasat késébb ma-
ga Fortier tette kritika targyava, mert egyrészt kisérleteiben az ACTH hatas
vizsgéalatara erfsen vitathaté kritériumokat (ascorbinsav depletié, lympho-
penia) alkalmaztak, mésrészt nem szamoltak azzal az azéta felismert lehetd-
séggel, hogy a szisztémas keringés itjan CRF juthat az atiiltetett hypophysis-
hez.

Az ACTH elvalasztast kiilonb6z6 megkozelitésekb8l tanulmanyozva
két olyan jelenséget észleltiink, melyek kozvetve arra mutattak, hogy a kiilon-
b6z8 stresszorok kiilonb6zé afferens palyak ttjan fokozzak az ACTH elvalasz-
tast.

Az elsé jelenséget akkor észleltilk, amikor a patkdnyokat két héten
keresztiil naponta ugyanazon megterhelésnek tettiik ki és az utolsé napon
vizsgaltuk a megterhelés hatasat a plasma corticosteron szintre (2. abra).
A sorozatos megterhelés utidn egyes stresszorok a corticosteron szintet nem,
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2. ébra. Hypophysis-mellékvese reakcié ismételt megterhelések utdn. Adagolds: formaldehid
2.5 mg/100 g s.c.;
telitettétergdz 1 percig; typhus endotoxin 20 000 csira/100 g i.p.; vasopresszin 1 N. E./100 g s.c.

vagy szignifikansan kevésbé emelték, mint az els6 megterhelés utdn, mig mas
stresszorok ugyan olyan corticosteron szint emelkedést valtottak ki ismételt
alkalmazasuk esetén is mint az els§ alkalommal (Stark és mtsai, 1965, 1968a).

[H]IH] Kantroll
A 3 NE.ACTH 14 ngpon at

Plazma corticosteron ug/ 100 g

O
©.
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OINE/ 1009

Vazopressin s.c.
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Histamin 1.p.

§0ug/00g E
Endotoxin i.p.
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3. d@bra. Hypophysis mellékvese reakcié 14 napos ACTH kezelés utdn.

E vizsgalatok egyik lehetséges értelmezése az volt, hogy egyes stresszorok
afferens palyai alkalmazkodnak, mig mas stresszoroké nem, tehat kiilonboz6
palyakon hatnak. Ugyanerre utaltak azok a kisérletek, amelyekben 14 napon
at ACTH-val kezelt allatokban vizsgaltuk néhény stresszor ACTH elvalasz-
tast fokozé hatédsat (Stark és mtsai, 1968b). Az utols6 ACTH injekcié utan
a plasma corticosteron szint jéval magasabbra emelkedett mint egy ACTH
utéan, de 24 6ra milva kontroll szinten volt. Ebben az idépontban a hisztamin,
formalin, lysin-vasopresszin nem idézett el§ ACTH elvalasztast, mig mas
stresszorok, mint pl. az endotoxin, igen (3. abra).

Miutan megallapitottuk, hogy a kezelt dllatok hypophysise ACTH el-
valasztasra képes, mellékveséinek valaszképessége fokozott (Stark és mtsai,
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1969), a corticoidok eliminaciéja nem valtozik (Acs és mtsai, 1969), a jelenség
leginkabb kézenfekvé magyarazatat abban lattuk, hogy az utolsé ACTH okozta
magas plasma corticoid szint negativ visszajelentd hatasa gatolja a CRF-
ACTH elvalasztast 24 6raval késdbb és ez a magyarazata, hogy egyes stresszo-
rok utan a CRF—ACTH elvialasztasa elmarad. Mivel magyarazhat6, hogy az
endotoxin éppen olyan hatasos, mint a kontroll allatokban?

[T 09 % Nacv
Endotoxin 25 ug
Formaldehid 2.5 mg
60 ] E=] Histamin Img -6

(.

Plazma corticosteron ug/100 mi
3

Dexomethason utan
24 h

4. dbra. Kiilonb6z sztresszorok okozta ACTH elvilasztds dexamethason (250 ug i.p.) utdn
A dézisokat 100 g teststlyra adtuk meg.

Yates (1967) vizsgalatai alapjan felvet6dott, hogy az endotoxin, nem
corticoid inszenzitiv palyakon hat-e. A kérdés eldontésére dexamethazonnal
el6kezelt allatokban megvizsgaltuk az endotoxin, hisztamin és formalin hata-
sat az ACTH elvalasztasra.

Mint a 4. abra mutatja, a dexamethazon utan az endotoxin sem fokozta
az ACTH elvalasztast, tehat ez az anyag is corticoid szenzitiv palyakon hat.
Az abrabél az is leolvashaté, hogy a dexamethazonnal kezelt allatokban kii-
16nb6z8 stresszorok gatlasa nem azonos idépontban koévetkezik be és nem
azonos idépontban sziinik meg. Mint lathaté, a hisztamin hatas mar gatolt,
amikor az endotoxiné még nem, 6 6ra milva mind a harom stresszoré gatolt,
de 24 6ra milva az endotoxin mar éppen olyan ACTH elvalasztas fokozédast
eredményez, mint a kontrollban, mig a masik két stresszor hatas még mindig
gatolt.

A megfigyelés természetesen szamos kérdést vet fel: példaul el kellett
gondolkoznunk azon, hogy nem arrél van-e sz6, hogy az egyes stresszorok
intenzitasuktél fiiggGen a gatlast attérik, mig méasok nem.

Mindent egybevetve arra a feltételezésre jutottunk, hogy az utols6 ACTH
injekcié okozta magas plazma corticoid szint nemcsak a hypothalamus CRF
elvalasztasat, hanem a hypothalamushoz vezetd afferens palyakat is gatol-
hatja, ez a gatlas kiilonb6z6 id6 alatt sziinik meg; és egyes stresszorok palyai
még gatoltak lehetnek, amikor mas stresszoroké mar nem.

Ez a magyarazat is magaba foglalja azt a feltételezést, hogy a kiilon-
b6z8 stresszorok kiilonb6z8 palyakon érhetik el és aktivalhatjak az ACTH
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elvalasztast. Ez a feltételezés természetesen indirekt, mondhatnam spekula-
tiv és fontos része, hogy a glukokortikoidok hatésanak helye a hypothalamu-
son kiviil, az agy maés teriiletein is lehet.
Megprobaltuk e feltételezés jogossagat kisérletileg alatdmasztani.
Elterjedt az a felfogas, mely szerint a hormonok hatasaban elsd lépés a
fehérje természetid receptormolekuldkhoz valé kotédés. Bar ezt a peripherias
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5. dbra. Cortexolon hatdsa a histamin sztressz dexamethasonnal valé gatldsdra.

célszervek esetére sokan és sok tamadaspontra igazoltik, nem talaltunk az
irodalomban olyan kisérletes bizonyitékot, mely ezt az altalanositast a corti-
coid visszajelentés esetére is igazolta volna. Mi az igazolast két 1épésben prébal-
tuk. Elgszor vizsgaltuk felfiiggeszthetd-e a visszajelents hatas olyan anyaggal,
mely a corticoid és a receptor kapcsolédasat kompetitiven megakadélyozza,
majd feltérképeztiik, hogy az agyban merre és milyen corticoid receptor talal-
hato.

Nemrég kimutattik, hogy a corticoidokat a thymus sejtek receptorairél
egy corticoid ,,antagonista”, a cortexolon leszoritja.

Ha a corticoid receptor és a dexamethason kapcsolédas gatlast ered-
ményez, a cortexolon pedig a receptor és a dexamethason kapcsolédasiat meg-
akadalyozta, akkor az varhat6, hogy a cortexolon utin adott dexamethason
nem okoz gatlast.

Az eredmények (5. abra) a feltételezéssel egybehangzéak. Dexamethazon
injekecié utdn adott hisztamin az ACTH elvalasztast nem fokozza. Ha azonban
a dexamethazont megeléz6en cortexolont adtunk — és feltehetGen megaka-
dalyoztuk a dexamethazon kot8dését a receptorhoz — akkor a dexamethazon
gatlas elmarad.

Ez a kisérlet valészintisiti, hogy a glycocorticoidok visszajelent8 hatasa-
ban is elsd 1épés a receptor-hormon kapcsolat létrejotte.

Egycs elektrofiziolégiai és implantaciés médszerrel végzett korabbi
fiziolégiai vizsgalatok azt mutattak, hogy az ACTH elvalasztast a corticoidok
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1

extra-hypothalamikusan, egyes kézponti idegrendszeri struktirakon keresztiil
befolyasoljak. Megvizsgaltuk tehat, hogy a kozponti idegrendszer teriiletén
a hypothalamusban és azon kiviil hol talalhaté corticosteron kétd receptor.
Szem el8tt tartva, hogy corticoid receptoroknak azokat a makromolekulakat
nevezziik, melyek a corticosteroidokat azok biolégiai hatékonysagaval ara-
nyos specifitassal és nagy affinitassal kotik és amelyek a sejtben élettani koriil-
mények kozott el6fordulé hormon koncentricién telithetdk, a vizsgalatokat
in vivo és in vitro saturacios analizissel végeztiik.
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1. tablazat

Az in vitro médszer (1. tablazat) lehet§vé teszi, hogy kiszamitsuk a corti-
costeron kotShelyek szamat és a receptor-corticosteron kotés asszocidcio
allandéjat.

A 6. dbra sematikusan mutatja, hogy mely teriiletek corticosteron kotd
receptorait vizsgaltuk. Nincs feltiintetve a hypophysis, melyet ugyancsak
vizsgaltunk.

Vizsgalataink szerint a hypothalamus medialis és posterior, a hippocam-
pus, a n. habenulae és a parietalis agykéreg jelentds mennyiségli kortikoszte-
ront kotott meg. A hypothalamus anteriorban, a septumban és az amygdala-
ban nem talaltunk specifikus kortikoszteront kotd receptort és nem talaltunk
a hypophysisben sem.

A hypothalamus medialisban, a hippocampusban és a perietalis agy-
kéregben kimutatott kortikoszteroid kotés, az asszociacioallandé és a kotd-
helyek szama alapjan megfelel a receptor kritériumainak. A hypothalamus
posteriorban és a n. habenulaeban a kotés gyengébb, ezek a feltételek nem
teljesiilnek, és igy ezeken a teriileteken mért kortikoszteroid kotést nem te-
kintjiik specifikus receptornak (2. tablazat).

Mivel a hypophysis mint a visszajelentés helye ma is vitatott, gondol-
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6. abra. Kézponti idegrendszeri tertiletek, melyeknek a kortikoszteroid receptorait vizsgaltuk.
1. parietdlis agykéreg; 2. septum; 3. hypothalamus anterior; 4. hypothalamus medialis; 5. amy-
gdala; 6. n. habenulae; 7. hypothalamus posterior; 8. hippocampus

II. tablazat

A kortikoszteroid-receptor kités asszocidaciédllandéja és a kotdhelyek szama a kézponti idegrendszer
kiilonbozé teriiletein

Cotohelyek szdma |  Aczocidciéa 5
X1 miifiong | Awecteititands
szovet
Hypothalamus mediélis 0,92 0,95
Hypothalamus posterior 520,00 0,0008
Hippocampus 4,40 0,13
N. habenulae 44,60 0,0118
Parietdlis agykéreg 0,82 1,10
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nunk kell arra a lehet8ségre, hogy csak azok a hypophysis sejtek tartalmaznak
corticoid receptort, amelyek ACTH-t termelnek. Az ACTH sejtek 9,-o0s ara-
nyat immunhisztokémiai mdodszerrel megvizsgaltuk. Az 1. sz. kép az adeno-
hypophysis ACTH sejtjeit mutatja miutdn az MSH-val torténd keresztreakcié
lehet§ségét kizartuk. Normaél hypophysisben sejtszamolas alapjan az ACTH
sejtek vizsgalataink szerint az 6sszes adenohypophysis sejtek 3,6—6,0%,-nak
mutatkozott. Ez az adat kozelit8en egyezik Costoff (1973) adataival, aki 2—49,
ACTH sejtet talalt. Lehetséges, hogy saturaciés analizissel a sejtek kis szama
miatt specifikus corticoid kot8 receptort — ha ilyen egyaltalan van a hypo-
physisben — nem tudtunk kimutatui.

Adataink azt bizonyitjak, hogy kortikoszteroid-receptorok nemcsak a
hypothalamus medialisban vannak, hanem azokban az extrahypothalamikus
struktirakban is, amelyek elektrofiziolégiai, ill. implantaciés médszerekkel
végzett vizsgalatok alapjan szerepet jatszhatnak az ACTH-elvélasztas sza-
balyozasaban.

Anélkiil, hogy e vizsgalati eredmények szamos (physiolégiai) vonatko-
zasat diszkutalnam, azt szeretném kiemelni, hogy az az elképzelés, hogy a cor-
ticoidok nemcsak a hypothalamus szintjén, hanem extra-hypothalamikus
teriileteken is gatolhatjdk a CRF elvalasztasban szerepet jatszé afferens
palydkat, nem csupan spekulacié.

Az a feltételezésiink tehat, mely szerint ACTH kezelés utin a magas
endogén corticosteron szint 24 6raval késGbb egyes stresszorok esetében gat-
last eredményez, masok esetében nem, joggal implikalja azt a feltételezést,
hogy egyes stresszorok mas afferens palyakon jutnak a hypothalamus CRF
termel6 sejtjeihez mint masok.

Megkiséreltiik kozvetetlenebb médon igazolni, hogy a kiilonb6z§ stresz-
szorok valéban kiilonb6z§ afferens palyakon fokozzék-e az akut stressz okozta
ACTH elvalasztast.

E vizsgalataink kezdetekor abbédl a feltételezésbdl indultunk ki, hogy a
stressz okozta akut ACTH elvalasztas a fokozott CRF felszabadulas eredménye
és hogy a CRF termel§ sejtek az MBH-ban vannak. Elméletileg idegi és nem-
idegi csoportra oszthaték azok a palydk, amelyek a stresszorok hatasat a
hypothalamus e teriiletéhez kozvetitik.

A tovabbiakban neuralisnak neveztiink minden olyan stresszort, mely
idegi palyakon keresztiil éri el az MBH-t, humoralisnak azokat, amelyeknek
alkalmazasa utan az ACTH elvalasztast fokozé informacié nem idegi, hanem
pl. vér vagy liquor keringés ttjan jut a CRF-t termeld sejtekhez.

E meggondolasokbél kiindulva megvizsgaltuk néhany stresszor ACTH-t
fokozé hatasat az MBH anterolateralis és teljes defferentalasa utan (Makara
és mtsai, 1969, 1970). Miutan a két beavatkozas utan nyert eredmények
lényegében azonosak voltak, a tovabbiakban elsGsorban azokrél beszélek,
melyeket az MBH teljes deafferentalasa utan nyertiink.
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A miitétet Halasz és Pupp (1965) moédszerével végeztiikk. A stresszre
bekovetkez8 akut ACTH elvalasztas fokozédast a miitétet koveté 7—8 napon
vizsgaltuk.

A vizsgalatok befejeztével a miitétek sikerét sorozatmetszeteken ellen-
6riztiik. A szagittalis metszeten (2. kép) a deafferentalt hypothalamus széveti
képe lathato.

A deafferentalt hypothalamussal rendelkez§ allatokban a nyugalmi
plasma corticoid szint nem kiilénbozott a kontrollokétél. A kis dézisi formalin
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7. dbra. Stress reakcié az MBH deafferentdldsa utdn 7 — 8 nappal.

és capsaicin nem okozott plasma corticosteron szint emelkedést, mig az endo-
toxin, nagy dézisi formalin, insulin ugyanigy fokozta az ACTH elvalasztast,
mint az almitott allatban (7. abra).

E kisérleteket tgy értelmeztiik, hogy a stresszorok egy csoportja az
MBH-hoz befuté idegi palyak dtjan fokozza a CRF termelést, tehat neurdlisak.
Az ACTH fokozott elvilasztasa azért maradt el, mert a serkentd inger a palyak
atvagasa utan nem jutott el az MBH-hoz. Az endotoxin, a nagy dézisi formalin,
insulin ugyanolyan hatasosnak bizonyultak, mint az almitétt allatokban,
hatasuk tehat humordlisan érvényesiil.

A 3. tablazaton osszefoglaltuk a stresszorok palyak szerinti felosztasat.

Azt természetesen nem allithatjuk, hogy a humoralis stresszorok hata-
saban az idegi afferenseknek egyaltalaban nincs szerepe. Lehet, hogy az in-
takt allatban a humoralis és idegi afferensek egyiittes hatasara fokozédik az
ACTH elvalasztas. Azt azonban allithatjuk, hogy az idegi afferenseknek ebben
a reakciéban nincs meghatarozé szerepiik.

Eredményeink és az irodalmi adatok alapjan nyilvanvalé, hogy az in-
takt allatban egyforman ACTH elvilasztas fokozédast okozé kiilonb6z6 meg-
terhelések az MBH-ba befuté idegek atvagasa utan nem egyformén hatasosak.
Egyesek hatéasa teljesen elmarad, ezek a neurilisak, masoké teljesen meg
marad, ezek a humoralisak. ]jgy véljiik, hogy ezek az adatok felhasznalhaték

Orvostudomdny 27, 1976




ACTH ELVALASZTAST SZABALYOZO MECHANIZMUSOK o7

III. tablazat

Stresszorok felosatasa payadik szerint

Idegi stresszorok Humorilis stresszorok
Zaj-vibralas* Eter
Miitéti stressz* Bacterialis endotoxin*
Labtorés* Histamin*
Capsaicin* Hypoglycaemia*
Fény Hypoxia
Hang Hypotensio
Psychés ingerek ADH
Formaldehid* Formaldehid*

* sajat kisérletek alapjan

a stresszorok CRF—ACTH felszabadulashoz vezetd afferens palyéinak jellem-
zésére.

Az ismertetett vizsgalatokkal kapcsolatban természetesen szamos kérdés
vetddik fel. Megkisérlem, hogy ezek koziil néhanyra kisérleteink alapjan vala-
szoljak.

1. Mivel Brodish (1964) miitéti stresszel végzett vizsgalata 6ta gyakran
felmeriil az a nézet, hogy a stressz reakcié két fazisban zajlik le, azt is meg-
vizsgaltuk, hogy az MBH deafferentilisa utan egy adott idépontban hatas-
talannak bizonyult stresszor nem valt-e ki fokozott ACTH elvalasztast a vizs-
galatnal késébbi id&pontban.

A miitéti stressz, hasonléan Brodish észleletéhez, melyet hypothalamus
laedalt allatban talalt, az anterolateralisan deafferentalt allatban sem idézett
el8 fokozott corticoid szint emelkedést az els§ 6raban, de két 6ra milva szig-
nifikdnsan fokozta azt (8. abra). Ugyanezt a kisérletet elvégezve a kis dozisd
formalin beadasat kovetSen sem 30, sem 60, sem 120 perc milva nem idézett
eld fokozott ACTH elvalasztast. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a
mutéti stress utdn — csakigy, mint a kis dézisi formalin utan — a gyors
CRF elvalasztast serkent§ informaciot az MBH-hoz befuté idegpalyak koz-
vetitik, de a késleltetett fazis a miitéti stressz esetén mas afferens palyan
valésul meg mint a gyors fazisban. A két fazis azonban nem minden stresszorra
jellemzd (Stark és mtsai, 1970b, Stark, 1972).

2. A stresszorok egyes szerzdk szerint bizonyos beavatkozasok utan
(hypothalamus laesié, corticoid blockad, stb.) nem attél fiigg&en hatnak vagy
sem, hogy afferens palyajuk kiilonbézéek, hanem intenzitasuktél fiiggéen.
Ezek a szerz6k nem gondoltak arra, vajon az intenzitassal nem valtozik-e
az afferens palya, melyen keresztiil a stresszorok hatnak?

Egy rogzitett idépontban vizsgaltuk a plazma corticosteron szintjét és
noveltiik a beadott stresszor (formaldehid és hisztamin) mennyiségét, melyet
intenzitas novelésnek szoktak tekinteni (Mangili és mtsai, 1966).
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10. @bra. Kiilonb6z6 intenzitast ingerek hatdsa az MBH deafferentdldsa utén.
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Az almiitott allatokban kiilonb6z6 adagi formaldehid injekciék corti-
costeron szintre gyakorolt hatasa kozott szignifikans kiilonbség nines. Ha azon-
ban ugyan ezeket a dézisokat a végtag denervalasa utan (9. abra), vagy az
MBH teljes deafferentalasian atesett patkanyok hatsé végtagjaba injicialtuk
(10. abra), azt észleltiik, hogy csak a nagy dézis hatasara kiovetkezett be corti-
costeron szint emelkedés, s ez az emelkedés szignifikansan nem kiilonbozott
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11. @bra. Miitéti stress és formaldehid hatdsa az MBH eltdvolitdsa utdn.

a kontroll allatokéitél. Ebbél arra kovetkeztethetiink, hogy ha ugyanazon
stresszor intenzitasat noveljiik, megvaltozhat az afferens palya, melyen keresz-
tiil fokozott ACTH elvalasztashoz vezet.

3. Vajon a formaldehid nagy dézisa vagy az endotoxin és insulin, melyek
az MBH teljes deafferentalasa utan is hatasosak voltak, csak a CRF elvalasz-
tasat fokoztak-e, vagy pedig az MBH-t megkeriilve képesek fokozott ACTH
elvalasztast elGidézni?

A kérdésre az MBH-t6l megfosztott allatokon végzett vizsgalatoktol
vartunk valaszt.

Uvegesével a chiasma opticum és a corpus mamillare kozott elhelyez-
kedd hypothalamus részt a felette levd agyszovettel egyiitt kb. 4 mm széles-
ségben eltavolitottuk (Makara és mtsai, 1971).

A 3. kép mutatja, hogy az MBH helyén vérémleny van. Az MBH el-
tavolitasa utan a hypophysisben bekdvetkezett valtozas jol megegyezik a nyél
atmetszést kovetd ismert képpel.

Az MBH-t6l megfosztott allatban a formalin kis dézisa, a miitéti stressz
nem idézett el ACTH szint emelkedést a plazmaban (11. abra).

A nagy dézisti formalin, az endotoxin szignifikdnsan emelte, bar kisebb
mértékben mint a normal allatban (12. dbra), amit a hypothalamus kozvetités
hianya, vagy az adenohypophysisben levs infarktus magyarazhat.

A 13. abra mutatja, hogy az endotoxin a paraméterként hasznilt plazma
corticosteront az ACTH-n keresztiil fokozta. E kisérletek szerint egyes stresz-
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szorok a hypothalamus medialis teriiletének és az eminencia medidnak koz-
vetitése nélkiil is tudja fokozui a hypophysis ACTH elvalasztasat (Stark és
mtsai, 1970a, Stark és mtsai 1973/74).

Ha szem el8tt tartjuk kiindulési feltételezésiinket, hogy a stresszorok
CRF-en keresztiil idéznek el6 fokozott ACTH elvalasztast, akkor az endo-
toxin, és a nagydoézisi formalin hatasaval kapcsolatban felmeriil hogy,

1. a neurohypophysisbél szabaditanak fel raktarozott CRF-t, vagy ACTH
-t, amire egyes irodalmi adatok (Mialhe-Voloss, 1958, De Wied, 1961) alapjan
gondolni lehet, vagy

2. a hypothalamikus CRF kozvetitése nélkiil is serkenteni tudjak az
ACTH elvalasztast.

Megvizsgaltuk, hogy az MBH irtott allatban fokozza-e az endotoxin
az ACTH releaset, ha nyélatmetszés utan 4 héttel végezziik a kisérletet. Is-
meretes, hogy nyélatmetszés utdn ennyi iddvel a neurohypophysis kiiiriil,
secretiés granulumai eltlinnek.

Ha az MBH eltavolitasat megel6zden 4 héttel a hypophysis nyelet at-
metszettiik, az endotoxin akkor is jelentds ACTH elvalasztas fokozddast
idéz el6 (14. abra). Tehat az MBH eltavolitdsa utan megfigyelt fokozott ACTH
elvalasztasban a neurohypophysis mint CRF vagy ACTH forras aligha jatszik
szerepet (Martoun, és mtsai, in press).

Ismeretes, hogy a stressz okozta ACTH elvalasztas corticoiddal gatol-
haté. Az a tény, hogy a corticoid visszajelentés helye a hypothalamus, alta-
lanosan elfogadott, de nyitott kérdés, hogy a hypophysis szintjén érvényesiil-e
a corticoid ACTH gatlé hatasa. Természetesen vet8dott fel a kérdés, hogy a
hypothalamusatél megfosztott allat nyugalmi ACTH elvalasztésa, ill. a stressz
okozta fokozott ACTH elvalasztas gatolhaté-e dexamethazonnal. Kisérleteink
szerint a dexamethazon mind a nyugalmi (15. 4bra), mind a stressz
ACTH elvalasztast (16. abra) jelentGsen gatolta az MBH eltavolitasa utan is.
okozta

Tekintettel arra, hogy a hypothalamusatél megfosztott allatokban az
MBH mint a visszajelentés helye nem johet széba, megvizsgaltuk, hogy a
dexamethazon gatolja-e az ACTH elvalasztast in vitro, tenyésztett organ-
kultiraban. Az ACTH-t radioimmuno assay-vel, mértiikk az inkubéciés folya-
dékban. Vizsgalataink szerint a tapfolyadékhoz tett 0,5 és 1,0 ug/ml dexa-
methazon az ACTH alapsecretiéjat nem befolyasolja (17. abra).

Ezen adataink és azon korabbi eredményeink, hogy a hypophysisbhen
corticoid receptorokat kimutatni nem tudtunk, arra engednek kévetkeztetni,
hogy a nyugalmi ACTH elvalasztast szabalyozé visszajelentés helye nem
a hypophysis. Ez természetesen nem zarja ki, hogy a stressz okozta
ACTH elvalasztas esetében a hypophysis mint a visszajelentés helye, jatszhat
szerepet.

Az ismertetett kisérleti adatok utan felvetddik az a lehetdség, hogy

Orvostudomdny 27, 1976



32 STARK ERVIN

+
L

w
L

~
L
—_—

Plazma corticosteron ug/100 mi
(Competitiv fekerje kotesi modszer)
N
1

4 24

09% NaCl Dexamethason
250, ug/1009 i-p
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egyes humoralis stresszorok serkenteni tudjak az ACTH elvalasztast a CRF
kozvetitése nélkiil, esetleg kozvetleniil az adenohypophysisre hatva. Ez a
lehet8ség — bar nem zarhaté ki — az endotoxin esetében nem valészint,
mert Ando és munkatarsai (1964), valamint Allen és mtsai (1973) in vitro
kisérleteiben az endotoxin nem fokozta a hypophysis szeletek ACTH el-
valasztasat. Fel kell tételezniink tehat, hogy egyes humoralis stresszorok ACTH
elvalasztast fokozo hatasukat extra-hypothalamikusan felszabaditott CRF
vagy CRF-szer anyagok dtjan fejtik ki, melyek a szisztémas keringés dtjan
érik el a hypophysist.

Lymangrover és Brodish (1973/74) nemrég kozolt adatai is hasonlé
kovetkeztetésre vezettek; nevezetesen, hogy egyes stresszorok az ACTH el-
valasztast fokozé gyors neuralis mechanizmust kovet8en egy szoveti CRF
felszabaditas ttjan haté mechanizmussal is rendelkeznek.

Emlékeztetnék arra, hogy neurdlisnak neveztiink minden olyan stresz-
szort, mely az MBH CRF termeld sejtjeit kozvetlen idegi palydkon érik el,
humordlisnak azokat, amelyek nem idegi tton is képesek a hypothalamus-
hypophysis egységet aktivalni.

Figyelembevéve djabb kisérleteinket, valamint Lymangrover és Brodish
(1973/74) adatait, elméleti meggondolasokon alapulé felosztasunkat ki kell
egésziteni: a humoralis stresszorok egy olyan alcsoportjaval is szamolni kell,
amelyek az ACTH elvalasztast a hypothalamikus CRF-tél fiiggetleniil fokozni
képesek, feltehetGen extrahypothalamikusan agyi vagy mas szévetekbdl fel-
szabadulé CRF és/vagy CRF hatéasd anyagok ttjan.

Az ACTH elvalasztas szabalyozasanak kiilonb6z8 modelleken tértént
tanulmanyozasa soran sziikségesnekbizonyult, hogy megismerjik a meg-
terhelések okozta fokozott ACTH elvalasztashoz vezet§ afferens palyak
természetét.

Az ismertetett kisérletek kezdeti célja az volt, hogy minél kézvetlenebb
modszerekkel vizsgaljuk az ACTH-t serkentd afferens palyakat, vagyis, hogy
megtolthet6-e valés tartalommal a stresszorok palyaik szerinti elméleti fel-
osztasa. Az eredmények hangsilyosan ramutatnak arra, hogy a sokféle ACTH
elvalasztast fokozé megterhelést nem szabad egyszerden kozos tulajdousagi
nem-specifikus ingernek tekinteni még, az ACTH-mellékvese nem-specifikus
reakcidja szempontjabél sem, mert nem-specifikus hatasuk csak annyiban
ko6zds, hogy egyszeri alkalmazéasuk utan, akutan, érintetlen allatban sztereotip
moédon fokozott ACTH, ill. corticoid elvalasztashoz vezetnek.

A kisérletek ravezettek arra a felismerésre, hogy az ACTH elvalasztas
— legalabb ideig-6raig — a medialis hypothalamus nélkiil is folyik és egyes
stresszorok az MBH tavollétében is kivaltanak ACTH kidobast és az extra-
hypothalamikusan corticoiddal gatolhaté. A pélyak és a visszajelentés kap-
csolatat vizsgalva specifikus glycocorticoid kotd receptorokat talaltunk az
agy néhany koériilirt teriiletén.
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Alapul véve az elmondottakat valészinii, hogy a jovében

1. elsGsorban az idegi iton haté stresszorok segitségével lesz érdemes
vizsgélni a CRF elvalasztas szabalyozasaban szerepet jatszé hypothalamikus
transzmittereket és megkeresni a CRF termel§ sejteket serkent$ anyagokat.

2. A hormonrecepcié és a neurotranszmisszié kapcsolatanak kutatasa-
val viszont az ACTH elvalasztast szabalyozé ideghalézatban lezajlé gatlas
megértéséhez juthatunk kozelebb.

3. A humoralis stresszorok hatdsmechanizmusanak részletesebb vizs-
galata esetleg a nem hypothalamikus, peripherias szévetekbdl érkezé media-
torok azonositdsat eredményezheti, mig a kozvetlen hypophysealis tamadas-
pont lehetfség elemzése a peptid-hormonok termelésének és kibocsajtasanak
cellularis mechanizmusai felé vezet. Ezek a lehetfségek ma még tudasunk
horizontjan vagy azon til vannak és tovabbi évek szorgos munkajaval kéze-
lithetSk csak meg.
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SCANNING ELEKTRONMIKROSZKOPOS VIZSGALATOK
KEZELETLEN ES 20-METHYLCHOLANTHRENNEL
IN VITRO MALIGNUSAN TRANSFORMALT EGER
EMBRIO FIBROBLAST SEJTEK TENYESZETEIN

FERENCZ GEZA, SZENDE BELA, LAPIS KAROLY az MTA levelezs tagja és
PODMANICZKY ERZSEBET

Kozlésre érkezett: 1975. VII. 10.

In vitro fenntartott sejtek malignusan transformalhaték kiilonb6zd
kémiai carcinogén anyagokkal (Berwald és Sachs, 1963, 1965; Chen és Heidel-
berger, 1969). A malignus transformatio hatasara a sejtek tulajdonsagaiban
bealls, eddig ismert és leirt valtozasok egyike sem egyértelmiien elfogadott
a transformatio bekovetkeztének igazolasara (kontakt gatlas felfiiggeszt8dése:
Edwards, 1971; Agglutinatio Concanavalin-A-val: Fox, 1971; csokkent szé-
riumigény: Dulbecco, 1970; sth.). Az in vitro malignus transformatio be-
kévetkeztének bizonyitasiara az egyetlen elfogadott médszer az allatba valé,
daganatot eredményezd visszaoltas (Eagle, 1970). A carcinogén kémiai anya-
gok hatasara in vitro bekovetkez8 morfolégiai valtozasokat egyre tobb oldal-
rol vizsgaljak (Sanford, 1974). A morfolégiai vizsgalatok soraban 1j lehetd-
séget teremtett a scanning elektronmikroszkép hasznéalata (Schaff és Lapis,
1974). Segitségével méd nyilik a kezeletlen, az onkogén virussal, kémiai
carcinogénekkel kezelt, illetve a spontdn malignusan transformalédott sejt-
kultirak felszini képzédményeinek tanulmanyozéasara (Porter, 1973).

Vizsgdlati anyag és modszerek :

Kezeletlen sejttenyészet: CBA T6T6 egér 20 napos embriéibél homogeni-
zalassal nyert sejteket 109, borjisavét tartalmazé Parker médiumban, Falcon
edényekben tenyésztettiink. A kultirak passzalasa 5 naponként (5x10°
sejt (10 ml), 0,259, trypsint tartalmazé oldattal tértént (K-kultira).

20-methylcholanthrennel (MC) kezelt sejttenyészet :

A kialakitott egér embrié fibroblast kultirakat a 8. passzalaskor kétfelé
osztottuk. A tenyészetek egyik része nem kapott kezelést, a masik része (5
edény, 5x 10* sejt(edény), 14 napon keresztiil 0,1 ug/ml koncentraciéhan MC
kezelést kapott. A kezelt kultirakat a leirt médon passzaltuk (MC-kultira).

Visszaoltds: A kezelt és a kezeletlen fibroblast sejteket egynapos CBA
T6T6 egerekbe [s.c., 4 x 10° sejt(allat] oltottuk. A visszaoltas a K-kultira eseté-
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ben 9—21 passzalas kozott osszesen 13 allatba, MC-kultiira esetében a kezelés
utani 3—9 passzalas kozott osszesen 12 allatba tortént. 3 héttel az oltas utan
a keletkezett tumorokat szovettani vizsgalatnak vetettiik ala, illetve a tumor-
sejteket trypsines homogenizalas utan a leirt médszerrel in vitro tovabb te-
nyésztettik (MCR-kultira).

Scanning elektronmikroszképos (SEM ) vizsgdlat: Mindharom sejttenysé-
szettipust (K-, MC-, MCR-kultira) scanning elektronmikroszképos vizsgalat-
nak vetettiik ala. A sejteket Falcon petricsészébe helyezett fed§lemezen, 37 °C-
on Heraeus szén-dioxidtermosztatban térténé 2 napos inkubélassal tenyész-
tettiik, majd a kitapadt sejteket fiziolgids konyhaséoldattal térténd mosas
utan 2,59, glutaraldehidet tartalmazé oldatban 48 6ran at 4 °C-on fixaltuk.
(Az utéfixalast 30 percig végeztiik 29,-0s OsO ,-ben (pH 7,2). A sejteket puffer-
rel torténd mosas utdn acetonnal dehidraltuk. A preparatumok szaritasa
kritikus pont médszerrel, folyékony CO,-ben tértént (Boyde és Wood 1969).
Ezutan az anyag felszinét szénréteggel és 200—300 A vastagsagi aranyréteg-
gel fedtiik (Hochvacuum-Technik Dresden B301 tipusi késziilék). A prepa-
ratumokat JSM-50A scanning elektronmikroszképpal 20-kV gyorsité fesziilt-
ség mellett vizsgaltuk.

Eredmények

A scanning elektronmikroszképos vizsgalatokhoz felhasznalt kezeletlen
és MC-nel in vitro kezelt sejteket szévettenyészeti modszerekkel és egérbe
torténd visszaoltassal hasonlitottuk ossze. A sejttenyészetek morfolégiai
kiilonbségeit fénymikroszképpal, a sejtek novekedését alacsony koncentra-
ciéju savét tartalmazé médiumban, a koléniaképzést lagyagarban vizsgaltuk.
Ezen kisérletekben a kezelt és a kezeletlen sejtek kozott jelentds kiilonbsége-
ket talaltunk. Az eredmények — melyeket mas helyen részletesen kézliink
— arra utalnak, hogy a MC-nel kezelt sejtek malignusan transformalédtak.
A malignus transformatio igazolasat az jelentette, hogy a kezelt sejtek CBA
T6T6 egerekre visszaoltva orsésejtes sarcomat okoztak. A kezeletlen kultirak
esetében, azonos szamu sejttel tortént oltas utan nem fejlédtek ki tumorok.
A tumorokbél trypsines homogenizalassal nyert sejtek dtjratenyésztésekor
szovettenyészetben ismét intenziven szaporodtak.

A scanning elektronmikroszképos morfolégiai 6sszehasonlité vizsgilat
is a malignus transformatio bekiovetkeztére utal. A kozslt képek a kezeletlen
kultira esetében a 17., az MC-nel kezelt kultiira esetében a kezelést8l szami-
tott 7., a szovettenyésztésbe visszavitt (MCR-kultdra) sejteknél pedig az tjra-
tenyésztést§l szamitott 2. passzalasbél nyert SEM preparatumoknak felel-
nek meg.

A kezeletlen kontroll sejtek tenyészetében (K-kultdra) a sejtek kozel
parhuzamos elhelyezkedéstiek, nem ndnek egymasra, kozottilk bizonyos ta-
volsag van. Ez megfelel a fénymikroszképosan észlelt allapotnak. A sejtek
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ilyen, viszonylag rendezett novekedése a malignusan nem transformalt
kultdrak jellemzé képe, a sejtek tovabbi osztédasanak, egymasrandvésének
a kontakt gatlas jelensége szab hatart. A sejtek felszinén valtozé alaki, rész-
ben gracilis mikrovillus-szeril, szélesebb nyeld, langnyelvszeri nyilvanyok
figyelhet6k meg és azok alakulasaban, eloszlasiban bizonyos rendezettség
lathaté. A sejtnyulvanyok tébbnyire parhuzamosak, szamuk viszonylag kevés
(1. és 2. abra).

A MC-nel kezelt, malignusan transformalt kultirdkban jél megfigyel-
hetd a sejtek sokiranyd és tobbréteghen torténd (multilayer, criss-cross)
novekedése. A K-kultirakban gatat szab6 kontakt inhibitio itt nem érvénye-
siil, a kozvetleniil egymas mellett levd, vagy egymast keresztezd sejtek is
képesek osztédni. Az osztédasra késziil§ sejtek tagolt felszind gombalakokat
oltenek. Tjgy tiinik, hogy a sejtek volumene megnétt. Jelent8s valtozast
mutat a sejtfelszin is. A sejtnyidlvanyok vaskosabbak, szélesebbek és lényege-
sen rendezetlenebb elhelyezkedéstiek, mint a kezeletlen kultira esetében,
helyenként szinte lebernyegszerti, undullé jellegtiek. Az osztédaskor kotelékei-
bél kiszabadul6, lekerekedett sejtek felszine a tobbiekéhez képest kevésbé
tagolt (3. és 4. abra).

Az éllatokban 3 hét alatt kialakult tumorok reexplantalt sejtjei malignus
voltuknak megfelelGen slirlin egymas mellé és f6lé burjanoznak, a kontakt
inhibitié hidnyanak megfelelGen tobbrétegli, keresztbe-kasul torténd (multi-
layer, criss-cross) novekedést mutatnak.

Emellett a sejtek scanning elektronmikroszképpal a sejtnyulvanyok
tekintetében jellegzetes képet adnak. Szembetiling, hogy a sejtfelszin a kezelet-
len, K-kultirdkhoz képest, de az in vitro malignusan transformalt sejtek
felszinéhez képest is tagoltabba valt. A nagyszami, gracilis mikrovillus-jellegti,
egymast keresztez§ nyilvanyoktél a sejtfelszin valésaggal bolyhossa vilt.
Erdekes jelenség, hogy az osztédasra késziils, lekerekedett sejtek felszine is
sokkal tagoltabb, mint az in vitro transformalt, de allatban nem passzalt
kultirak esetében (5. és 6. abra).

Megbeszélés

A CBA T6T6 egér embrié fibroblast sejtekbdl kialakitott in vitro rend-
szeriinkben egymas mellett vizsgalhatjuk a kezeletlen és a methylcholanthren-
nel malignusan transformélt fibroblast sejtek morfologiai sajatossagait.
A malignus transformatio bekovetkezését tobbféle médszerrel kovettiik és
allatba valé visszaoltas segitségével igazoltuk. Az egerekben kifejlédott
tumorok sejtjeit ismét szovettenyészeti korillmények kozott vizsgalva dssze-
hasonlitottuk azokat az eredeti és a transformalt kultirakkal. A kisérletekben
igen hasznos informdéciét nyujtottak a scanning elektronmikroszkopos vizs-
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galatok. Megallapithattuk, hogy a malignusan transformalt sejiek tenyészetei-
ben — a kezeletlen kultira monolayer novekedésével szemben — jellegzetes
a kontakt gatlas megszlinésével magyarazhaté korlatlan és tébb rétegben
torténd rendezetlen sejtnovekedés. Bar errdl a jelenségrdl felvilagositast
nyijt a fénymikroszképos vizsgalat is, a sejtek egymashoz viszonyitott térbeli
elhelyezkedése és a sejtfelszini képz6dmények, a scanning elektronmikroszko-
pos mdodszerrel lényegesen jobban tanulmanyozhaték. Megfigyelhets, hogy
a sejtnyidlvanyok stirtiségében, orientaciéjaban és vastagsagaban a haromféle
tenyészet sejtjei kozott jelentds kiilonbségek vannak. Az MCR-kultira sejtjei
felszini képz6dményeinek igen jellegzetes volta — de kiilsnosen a sejtfelszinen
a malignus transformatiéval parhuzamosan végbemend valtozasok gazdag-
saga — valészintileg a kozbeiktatott in vivo névekedésével egyiittjaré, meg-
valtozott koriilmények hatasaval fiigg 6ssze. Elképzelhetd, hogy ezek a mor-
folégiai valtozasok nemecsak a vizsgalt sejtvonalon, hanem mas sejtkultirak
malignus transformatiéja esetén is jelentkeznek. Az ilyen irdnyban kiter-
jesztett vizsgalatok alapot jelenthetnek a malignus transformatio scanning
elektronmikroszképos jellemzéséhez.

Koszonetiinket fejezziik ki Dr. Schaff Zsuzsanak és Csikés Andras
mérnoknek a SEM vizsgalatokban és preparalasi technikaban nyujtott ira-
nyitasukért és segitségiikért, valamint Dr. Kovéacs Jéanos tanszékvezetd
docens trnak a scanning elektronmikroszképos kapacitas biztositasért.

Osszefoglalds
A szerz8k CBA T6T6 egér embriébél kialakitott kultirdkat 20-methyl-

cholanthrénnel in vitro malignusan transformaltak. Scanning elektronmikrosz-
kép segitségével hasonlitottak Ossze a kezeletlen és az MC-kezeléssel trans-
formalt, valamint a kezelt sejtekbél szdrmazé tumorok szdvettenyészetbe
re-explantalt sejtjeit. A 3 sejttipus jelentGs eltérést mutatott a sejtek egymas-
hoz viszonyitott helyzetében, valamint a felszini képzddmények szamaban és
alakjaban.
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MC-29 VIRUSSAL FERTOZOTT CSIRKE-EMBRYO
FIBROBLAST (CEC) KULTURAKBAN MEGFIGYELHETO
SAJATOS SEJTFELSZINI VALTOZASOK

PODMANICZKY ERZSEBET, SZENDE BELA, LAPIS KAROLY
az MTA levelezé tagja és FERENC GEZA

Kozlésre érkezett: 1975. VIIL. 10.

Porter, Todaro és Fonte (Porter, 1973) 1973-ban virussal transformalt
Balb/3T3 egér-fibroblast kultirak sejtfelszini valtozasair6l szamoltak be.
Scanning elektronmikroszképos vizsgalatok alapjan, szerz6k megfigyelései
szerint, SV-40 virussal valé fert6zés hatasira megsziinik a kontakt inhibitio,
eltiinnek a felszini mikrovillusok és helyettiik 1,0—5,0 um nagysagu ,,riigyek’
(bleb-ek) jelennek meg kiilonb6z8 szamban.

Egér-sarcoma virussal transformélt tenyészetekben 0,1 um-nal kisebb
atmérgjl fonalakat figyeltek meg, melyek a sejtekbdl és a sejtek kozott fut-
nak 10—15 um tavolsigra. Ezek természete nem tisztazott (Porter, 1973;
Rubin, 1973).

de Harven és munkatarsai (de Harven, 1973) a scanning elektronmik-
roszképpal kimutathaté ,riigyeket” quantitativ viruskimutatasra hasznal-
tak. Egér Friend erythroleukaemia sejteket vizsgaltak és megallapitottik, hogy
a fert8zott sejtvonalon 2—3-szor nagyobb a ,,riigyszdm”, mint a kontroll
vonalakon.

Sajat vizsgalataink célja volt virussal fert8zott CEC sejtek felszini val-
tozasanak vizsgalata.

Anyag és midszer

Kisérleteinket csirke-embryé fibroblast (CEC) tenyészeteken végeztiik,
melyeket MC-29 virussal fertgztiink. A Phylaxia Baromfitenyészté Vallala-
tatél vett fogoly szind leghorn tytktél szarmazé, fehér tenyész-tojasbol
kapott virusmentes embryékat hasznaltuk. Az embryékbél nyert fibroblast
tenyészeteket 40 passage-on keresztiil tartottuk fenn. A fertzést az 5. passage-
kor végeztiik el. Fertdz6 anyagként MC-29 virusconcentratumot hasznéltunk,
melynek készitését A. J. Langlois és munkatarsai (Langlois, 1974) irtak le.
A fert6zéshez hasznalt eredeti MC-29 virust a Department of Surgery, Duke
University (Medical Center Durham, N. C.)-bél kaptuk (Lapis, 1975.).

A fertdzést egyrészt a 1009, -0s sliritménnyel, masrészt annak 10— és
40-szeres higitasaval végeztik (Lapis, 1973; Lapis, 1974; Lapis, 1974).

Anyagunkat a transmissios elektronmikroszképos vizsgalathoz 2,5%,-0s

glutaraldehydben fixaltuk, cacodylattal pufferezve (pH 7,2) 29.-0s OsO,-ban
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utéfixaltuk és Durcupanba agyaztuk. Scanning elektronmikroszképos vizsgilat
hoz a sejteket in situ iiveg fedSlemezen fixaltuk 48 6ran at 2,59,-os — cacody-
lattal pH 7,2-re pufferezett — glutaraldehydben. Az utéfixalast 30 percig vé-
geztitk OsO ,-ban (29,) — Veronallal és 0,10 N sésavval pH 7,2-re pufferezve.
A vizsgalt sejtek 72 6ras conflualé culturabél szarmaztak a controll sejtekkel
egyiitt.

Eredmények

Transmissios elektronmikroszképpal a fertézott sejtekben nagyszamu
virus-particulumot talaltunk és olykor megfigyelhettiik a budding jelenséget
is (1. abra).

Ugyanabbél a tenyészetbdl szarmazé, de virussal nem fertdzott sejtekben
virus-particulumokat kimutatni nem tudtunk.

Scanning elektronmikroszképpal a kontroll sejtek felszinén szamos
microvillust figyelhettiink meg (2. abra). A fertGzott sejtek felszinén — a
microvillusok mellett — megtaldltuk a Porter (Porter, 1973) altal is leirt
blebeket. Ezek elrendez6dése szabalytalan, torvényszeridiséget nem mutat.
Gombalakiak, sok helyen a sejttel csak latszélag vékony kocsannyal fiiggenek
ossze, mashol csak kezd8dé — félgombszerii — kidomborodas lathaté. At-
méréjiik 29 700 szoros dssznagyitds mellett 3—6 mm, atlagosan 4,5 mm.

A concentralt virussal fertdzott esetekben egy-egy sejt felett atlaghan
25 ,riigy’” talalhaté. A tizszeresen higitott viruskészitménnyel fertdzott
esetekben atlagban 5. Mar e szamokbdl is kitlinik az osszefiiggés a virus-
concentratio és a ,,riigyszam’ kozott.

Megbeszélés

Megallapithatjuk, hogy mig a nem fertzétt 72 6ras conflualé monolayert
alkoté CEC tenyészetekben transmissios elektronmikroszképpal nem talal-
tunk virust, sem scanning elektronmikroszképpal ,,riigyet”, a fert8zott te-
nyészetekben talaltunk. Scanning elektronmikroszképpal — mint Porter és
de Harven (Porter, 1973; de Harven, 1973) — mi is meg tudtuk figyelni a
,.riigyek” jelenlétét a sejtek felszinén.

Jelentdsnek tartjuk, hogy a ,,riigyek’” szdma egyenes aranyban vilto-
zott a virus concentratiéjaval. A , riigyek” jelenléte a fertdzdtt és hidnya
a konroll kultirakban mindenképpen arra utal, hogy osszefiigg a virusferts-
zéssel. Masik bizonyiték az dsszefiiggésre az, hogy a fert§zésre hasznalt virus-
készitmény felhigitasaval aranyosan csokken a fertzott kultirakban a sejtek
felszinén megjelend ,riigyek’ szama. A ,riigyek” nagysagrendje atlagosan
150 A (Lapis, 1973). A preparalas folyaméan 200 A vastagsagd réteg keriil a
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5. @bra. A fertdzott sejtek felszinén taldlhaté ,,riigy” elképzelt szerkezetének sémds dbraja.

sejtek és igy a ,,riigyek” felszinére. Térbeli megjelenésiik miatt ezt a réteget
kétszer kell figyelembe venni (5. abra). Elképzelhets, hogy ezen riigyek”
centrumaban maga a virus foglal helyet. Tovabbi szisztematikus adatgytjtés
szitkséges ahhoz, hogy a virus titrdldsira ez a mdédszer alkalmas lehessen,
ahogy ezt de Harven éllitotta (de Harven, 1973).

Megemlitjiik, hogy Porter és mtsai (1973) valamint Hale és mtsai
(1975) normal kinai horesdg, illetve normal csirke embryé fibroblastok fel-
szinén nagyméretd ,,riigyeket’ taldltak, miutdn ezen tenyészetek sejtjeit
thymidin tdladagolasaval G, fazisba hoztak. Az emlitett szerzfk altal kézolt
képeken lathaté ,,riigyek” azonban nagysagrendileg nagyobbak, mint az
altalunk virus-fert§zés utan megfigyelt sejtfelszini kiemelkedések. Figyelemre
mélté, hogy ugyancsak fenti szerzdk nem talaltak sejifelszini ,,riigyeket”
confluens kultirakban helyet foglalé, G, fazisban lev§ sejtek felszinén. Te-
kintettel arra, hogy azon iddpontban, melyben sajat vizsgalatainkat végeztiik,
a sejtek mar confluens monolayer kultirat alkottak, nem meglepd, hogy a
kontroll sejtek felszinén sem kis-, sem nagyméretd ,rigyeket” nem tudtunk
megfigyelni.
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Osszefoglalds

MC-29 virussal fert6zétt CEC kultirak transmissi6s és scanning elektron-
mikroszképos vizsgilatat elvégezve azt talaltuk, hogy a fertzott kultirak
tapfolyadékaban, a fert6zott sejtekben intracellularis vacuolumokban C-typusi
virustestek jelennek meg. Eszleltik a budding jelenségét is. Scanning elektron-
mikroszképos vizsgilattal a fert6zott sejtek felszinén vgynevezett ,,riigyek’
észlelhetbk, melyek szima ardnyban all a fert§zésre hasznalt viruskészitmény
higitasi fokaval, nagysidguk alapjin pedig feltételezhet8, hogy centrumukban
virus helyezkedik el. A kontroll sejtekben sem virust, sem ,riigyet’” nem
tudtunk kimutatni.

Fenti megfigyeléseink megerdsitik de Harven korabbi észleléseit. Ezek
alapjan gy tlinik, hogy a virussal fert8zétt kultdrakban a sejtfelszinen
megjelend ,,riigyek” szamara vonatkozé meghatarozasok alkalmasak lehet-
nek a viruskészitmények koncentraciéjanak hozzavetdleges, vagy megkozelits
meghatarozasara.

Szerz6k koszonetiiket fejezik ki dr. A. J. Langloisnak a virus rendelkezésre
bocsatasaért, dr. Schaff Zsuzsanna adjunktusnének a scanning elektronmicrosz-
kéopos technikara vonatkozé hasznos tanacsaiért, Molnar Sandornénak és
Beczner Kalmannak a technikai segitségért, valamint dr. Kovacs Janos
tanszékvezetd docens drnak a scanning elektronmikroszképos kapacitas biz-
tositasaért.
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A TESZTOSZTERON 19. METIL CSOPORTJANAK
JELENTOSEGE AZ ANDROGEN HATAS BIOKEMIAI
MECHANIZMUSABAN

TOTH MIKLOS, az orvostudomanyok kandiddtusa,
ZAKAR TAMAS, ANTONI FERENC, a biolégiai tudominyok doktora

Kozlésre érkezett: 1975. XII. 15.

A tesztoszteron 19-dezmetil szirmazéka, a 19-nortesztoszteronl az
un. anabolikus szteroidok csoportjaba tartozik. Ez volt az els6 kémiai titon
elgallitott tesztoszteron szarmazék, amelyrdl kimutattdk, hogy ivaréretlen
vagy kasztralt him patkanynak adagolva a m. levator ani® jelent8s stilyno-
vekedését okozza, de a jarulékos him nemi mirigyek (vesicula seminalis,
prosztata) silynévekedésére alig van hatassal (Hershberger és mtsi, 1953).
Bar ebbdl az eredménybdl az anabolikus hatasra per se kovetkeztetni elvileg
kifogasolhat6 (Nimni és Geiger, 1957, Hayes, 1965) mégis érdekes az a probléma,
hogy miért okozza a tesztoszteron e csekély szerkezeti modositasa az emlitett
szervekre gyakorolt hatasaban észlelt igen jelentds kiilonbséget.

Figyelembe véve a tesztoszteron hatasmechanizmusarél az utébbi év-
tizedben végzett kutatasokat, meg kivantuk vizsgalni, hogy a 19-nortesztosz-
teron patkéany vesicula seminalisaban észlelt, de a tesztoszteronnal 6sszeha-
sonlitva jelent§sen csokkent adrogén hatasanak mi a biokémiai magyarazata.
Szamos vizsgalat eredménye tamasztja ald, hogy a tesztoszteron a patkany
jarulékos nemi mirigyeiben részben dihidrotesztoszteronna alakul at, ami el§-
szdr nagy affinitassal a citoplazméban talalhaté specifikus receptor fehérjéhez
kotddik, majd ezt kovet§en a szteroid-receptor komplex bekeriil a sejtmagba,
ahol a kromatin DNS-éhez és tin. ,,akceptor’ fehérjéihez kapcsoléodik (Bru-
chovsky és Wilson 1968, 1968 a, Anderson és Liao 1968, Mainwaring 1969,
Tveter és Unhjem 1969, Unhjem és Tveter 1969, Fang és mtsi 1969, 1971,
Baulieu és Jung 1970, Tymoczko és Liao 1971, Mainwaring és Peterken 1971,
Steggles és mtsi 1971, Rennie és Bruchovsky 1972, 1973, Nozu és Tamaoki
1974). A kromatinhoz kétott komplex eddig még nem tisztazott médon az
RNS polimeraz aktivitdsanak (Hancock és mtsi 1962, Liao és mtsai 1965)
és az RNS szintézis sebességének (Wicks és Kenney 1964, Ito és mtsi 1966,
Téth 1968) fokozédasahoz vezet. Kiilondsen a nukleolaris RNS polimeraz
aktivitasa nd (Davies és Griffiths 1973) és a riboszéma RINS szintézise gyorsul

1 A kovetkez trividlis szteroid elnevezéseket hasznaljuk: tesztoszteron = 17 8 hidroxi-
4-androsztén-3-on; dihidrotesztoszteron = 178 hidroxi-5a-androsztan-3-on; 19-nortesztoszteron
= 178 hidroxi-4-6sztrén-3-on; dihidro-nortesztoszteron = 173 hidroxi-5a-6sztrin-3-on

2 Pontosabb neve: m. bulbocavernosus dorsalis (Hayes, 1965).
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(Liao és mtsi 1966, Liao és Lin 1967). NG a sejtek mRNS tartalma (Liao és
Williams-Ashman 1962, Liao 1965, Mainwaring és mtsi 1974, 1974 a) de
kiilondsen nagy mértéki a tilnyoméan poliszéma forméaban taldlhaté riboszé-
mak felhalmozédéasa (Szirmai és mts 1965, Téth 1970, Mainwaring és Wilce
1973).

Kézleményiinkben beszdmolunk azokrél a vizsgalatokrol, amelyekben
a vesicula seminalis specifikus citoplazmatikus és magi androgén kotdhelyei-
nek szerepét a 19-nortesztoszteron és a tesztoszteron RNS szintézisre kifej-
tett eltérd mértéki hatasaban kivantuk meghatarozni.

Médszerek és anyagok

Vesicula seminalisokat feln8tt him patkanyokbdél (Wistar torzs) nyertiink
a kasztralast kovet§ 5. vagy 6. napon. A vesiculak vagdalékat Krebs-féle fosz-
fat pufferes médiumban (Krebs 1950) inkubaltuk, 10—500 nM szteroid kom-
petitor jelenlétében 10 nM 3H-tesztoszteronnal vagy 4 nM 3H-dihidrotesztosz-
teronnal 60 percig 37 °C-on. A kontrol rendszer kompetitort nem tartalmazott.
Az inkubalas oxigén atmoszféraban, allandé razatéssal tortént. Ezt kovetGen
a reakcidelegyeket jeges fiirdGben lehiitottiik, a vagdalékot hideg fiziologias
s6oldattal leoblitettiik, homogenizaltuk 0.33 M szaharéz, 50 mM Tris-HCI,
pH 7.5, 3 mM CaCl, tartalmd médiumban ( A médium). A homogenatot
szlrtiik 4 réteg gézen. A sziirletet centrifugaltuk 10 percig 900 g-vel (Beckmann
J-21 centrifugan), igy nyers cytoszél és magfrakciét nyertiink.

A nyers cytoszdl frakeiét 60 percig 230 000 g-vel centrifugaltuk (Beck-
mann-Spinco L2 65B centrifugan), az igy kapott felilliszé a cytosztél frakcié.
A nyers magfrakciét A médiummal mostuk és szuszpendaltuk 34 ml 2,4 M
szaharéz, 3 mM CaCl, oldatban (B oldat). A szuszpenziét 5 ml tiszta B oldat
folé rétegeztiik és 60 percig centrifugaltuk 22 500 pecenkénti fordulatszammal
a Spinco SW 27 rotort hasznalva (Chauveau és mtsi 1956, Liao és mtsi 1973).
A tisztitott magfrakciét C oldattal (Rennie és Bruchovsky, 1972: 5 mM
MgCl,, 0.1 mM EDTA, 1 mM merkaptoetanol, 50 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI,
pH 7.5) kétszer mostuk, végiil 2 ml 1 M NaCl tartalmi C oldatban szuszpen-
daltuk. A szuszpenzié egy éjjelen at allt 45 °C-on, majd ultrahang kezeléssel
(ARTEK, Sonic 300 Dismembrator, medium tip, 609, teljesitményéallasban,
2 percig 0 °C-on) a magokat dezintegriltuk és homogenizdlt magfrakciohoz ju-
tottunk.

A cytoszél frakcié feldolgozasa — A cytoszél frakeiot 30 szoros térfogat
D oldattal (2 mM merkaptoetanol, 20 mM Tris-HCl, pH 7.5) szemben egyen-
sulyig dializaltuk +5 °C-on 45 6ran at. Feleslegben adott nem jel6lt dihidrosz-
tesztoszteron ez alatt az id6 alatt nem cserélte ki a kotott SH-dihidrotesztosz-
teront. A dializalt cytoszél fehérjetartalmat meghataroztuk (Lowry és wtsi,
1951) és mind a dializalt oldat, mind pedig a dializalé puffer aliquot részébdl
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kvantitativ szteroid kivonast végeztiink, 2 X 3 térfogat dietiléterrel és 1 x 3 tér-
fogat kloroformmal (Buric és mtsi 1972).

A magfrakcio feldolgozisa — Aliquot reszekbol DNS (Dische 1955)
és fehérje tartalmat hatarozunk meg. Fehérjemeghatarozasnal 16szérum-
albumint, DNS meghatarozasnal lazac sperma DNS-t hasznaltunk standard-
ként. Magpreparatumainkban a fehérje/DNS arany 3,0—6,0 kozott valtozott.
A frakcié tobbi részét extrahaltuk 1x3 tf. éterrel, 2 X3 tf. kloroformmal és
3x 3 tf. diklérmetannal.

Vékonyrétegkromatogrdafia ~— A cytoszol dializissel elvalasztott két frak-
ciéjanak és a magfrakciénak az extraktumit vakuumban beparoltuk majd
Kieselgél HF,;, (Merck, Darmstadt NSZK) vékonyrétegen kromatografal-
tuk tesztoszteron és dihidrotesztoszteron karrierekkel. Futtatészernek klo-
roform-éter 90 : 10 vagy 85 : 15 elegyét hasznéaltuk (Anderson és Liao 1968).
A foltok lokalizalasat ultraibolya fényben illetve j6dgdz adszorpciéval végeztiik.
A karriereket hordozé gélrészeket lekapartuk, 2 percig 1 ml metanollal raz-
tuk, szcintillator koktélt mértiink hozza és mértiik a radioaktivitast.

Rddioaktivitas mérése — A mintakhoz 10 ml szcintillator koktélt (0.49%,
PPO, 0.0059%, POPOP toluolban) adtunk. A radioaktivitast Packard Tri-Carb
2425 spektrométerrel, 439, hatasfokkal mértiik.

Szamitdsok a mért értékekbol — A dializalt cytoszdl és a dializalé puffer
egységnyi térfogataiban mért radioaktivitasok kiilonbsége felelt meg a fehérjé-

inkubdlds

*H-tesztoszteronnal 37°C- on

|

Homogenizalas
Centrifugalds (900 g)

Feluluszo Nyers magfrakeio

) il 2, 9y ‘.
Centrifugalds (2,3* 10°g) Centrifugalas (24 M szaharoz)

Cytoszol, 45 oran at dializalvo Tisztitott magok, ultrahanggal kezelve
Dializatum Dralizalo puffer

\\

Szteroidok kivonasa

Magfrakcio

Vekonyréteg kromatografia

DHT s T radicakty jelzettsegenek merése

I. dbra. A kisérleti médszer sémdja.
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hez kotott radioaktivitasnak. A magbdl mosissal el nem tavolithaté radio-
aktivitdst maghoz kotottnek tekintettiik. A megkotott radioaktivan jel-
zett dihidrotesztoszteron és tesztoszteron mennyiségét a magban cpm/mg
DNS, a cytoszol esetében pedig cpm/mg fehérje értékekre szamitottuk ki.
Médszereinket vazlatosan az 1. abra foglalja dssze.

Tesztoszteron és 19-nortesztoszteron hatisa az RNS/DNS hanyadosra —
Kasztralt patkanyok kiilsnb6z8 csoportjait kezeltiik a levigas elgtt 4 napon
at tesztoszteron fenilpropionat illetve nortesztoszteron fenilpropionat kiilén-
b6z6 dézisaival. A szteroid észtereket etilalkohol-etilénglikol 1 :1 aranyud
keverékében oldottuk és 0,2 ml-t adagoltunk intraperitonealisan. A kasztralas
utén 17. napon levagott allatok vesiculainak RNS és DNS tartalmat Schmidt-
Tannhauser-Schneider egyesitett médszerével (v. 6. Leslie 1955) hataroztuk
meg. Az orcin reakcié (Mejbaum 1939) értékelésében alkalmaztuk a Dische
és mtsi (1953) altal kidolgozott korrekciés eljarast.

Felhasznalt szteroidok — 1,2,6,7 (n) 3H-tesztoszteron (87 Ci/mmdl) és 5u-
dihidro (le, 20¢/n/-*H) tesztoszteron (47 Ci/mmdél) The Radiochemical Centre
(Amersham, Anglia) termékei. Tesztoszteront és 19-nortesztoszteront, valamint
ezek fenilpropionat észtereit a Kdébanyai Gyégyszerarigyar bocsatotta
rendelkezésiinkre. Dihidrotesztoszteront Szentirmai A. (Gydgyszeripari Ku-
taté Intézet, Budapest), dihidro-nortesztoszteront W. Klyne professzor és D. N.
Kirk (Westfield College, London) ajandékaként kaptunk. Valamennyi szteroid

kromatografiasan vizsgalva tisztanak bizonyult.

Eredmények

Vesicula vagdalék 1.0—1.5 gramjat inkubaltuk 37 °C-on kiilonbo6z6
koncentraciéji SH-tesztoszteronnal 60 percig és vizsgaltuk az inkubalés
soran képz6dstt SH-dihidrotesztoszteron kotddését. A 2. dbra mutatja,
hogy mind a cytoszél fehérjék mind a sejtmagok dihidrotesztoszteron-kotd
képessége limitalt, és mar alacsony, kb. 6 nM tesztoszteron koncentraciénal
telitédik. Feltiing, hogy a cytoszol fehérjék és a sejtmagok dihidrotesztoszteron
kotése a kiilonb6z8 tesztoszteron koncentracioknal parhuzamosan valtozik,
és a magfrakcioban mindig talalhaté *H-dihidrotesztoszteron mellett kis
mennyiségl 3H-tesztoszteron is. A 3H-tesztoszteron a cytoszél fehérjékhez
viszont gyakorlatilag nem kotddik.

Telitési (10 nM) H-tesztoszteron koncentracional inkubalva — mint az
1. tablazat mutatja — azt talaltuk, hogy a magfraakciéban visszakapott illetve
a cytoszol fehérjékhez kotott jelzett szteroidok tilnyomé részét a SH-dihid-
rotesztoszteron képezi. Ez a kot6dés szelektiv, mivel a cytoszél szabad szteroid
frakciéjaban csak kb. 309, 3H-dihidrotesztoszteront talaltunk. A tablazat
adataibél kovetkezik az is, hogy a dihidrotesztoszteron mennyiségének aranya
a magban, a cytoszél szabad és kotott frakeiéjaban kb. 2:4:1, tehat a 3H-
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dihidrotesztoszteron jelentékeny része kotott formaban van. Figyelembe

véve a SH-dihidrotesztoszteron specifikus radioaktivitasat kiszamithaté, hogy

a megkotott szteroid mennyisége a cytoszél fehérje esetében 0,4 pmél/g
szbvet, a magok esetében pedig 1 pmdl/g szovet.

& ’
ks ’ Cytoszol
- :) Sl PPJ—
D
G
< o
&
> o
5
G2
S
i T T
Sejtmagok
20
2
S) =
g
104
g
§
[

1

=

T ¥ T
0 0° 2x107%m

3
H- tesztoszteron koncentracigo

2. @bra. A cytoszdl fehérjék és a sejtmagok dihidrotesztoszteron (-o0-) kitése kiilonbizo 3H-
tesztoszteron koncentrdciokndl végzett, 60 percig tarté inkubalds utdn. A sejtmagok Osszes
szteroid (-@-) és tesztoszteron (-A-) felvételét is feltiintettiik.

Tekintettel arra, hogy a kis kapacitasd, de nagy affinitasd dihidrotesztosz-
teron kotShelyek a cytoszdl és a sejtmag receptor fehérjéire jellemzdk, meg-
vizsgaltuk, hogy 10 nM, tehat telitési koncentraciohan adott *H-tesztoszteron-

I. tablazat

A magfrakecié és a cytoszdl frakeié *H-dihidrotesztoszteron és 3H-tesztoszteron tartalma
vesicula vagdalék 10 nM ®H-tesztoszteronnal 1 6rdn at tortént inkubaldsa utan.
(dtlag + S.D.; n = 6)

DPM/g szbvet % DHT % T
MAG 2,33 105 = 3,1 % 10¢ 83 + 4 74+ 0,7
CYTOSZOL
a) szabad 1,35x 108 4+ 1,65 x10° 29 + 3 11 4+ 2
b) kotott 1,05x 105 + 1,2 x 104 73 + 11 =5

DHT = Dihidrotesztoszteron
T = Tesztoszteron

4
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nal egyiitt a rendszerbe vitt 10—100 nM 19-nortesztoszteron hogyan befolya-
solja a cytoszol és a magi 3H-dihidrotesztoszteron-receptor komplexek kialaku-
lasat. Kontrollként a nortesztoszteron helyett nem jelzett tesztoszteront tartal-
maz6é reakciéelegyeket allitottunk be. Az eredményeket a 3. abra foglalja 6ssze.
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3. @bra. Kiilénboz6 koncentraciéju 19-nortesztoszteron (-@-) illetve tesztoszteron (-o0-) hatdsa

3H-dihidrotesztoszteron kotGdésére a cytoszol és magi receptorokhoz. A vesicula vagdalékot

60 percen at inkubadltuk 10 nM 3H-tesztoszteron és az dbrdn jelzett koncentrdciéja kompetitor
szteroid jelenlétében. Harom kisérlet alapjdn az dtlag+ S. D. van feltiintetve.

A tesztoszteron hozzaadasaval kapott kompeticiés gorbék osszevetése
az elméletileg varhaté kompeticiéval lehet§vé teszi annak meghatarozasat,
hogy az aspecifikus, azaz nagy kapacitasi és kis affinitédsd, nem telithetd ko-
t8helyek kotése mekkora részét képezi a mért kotési értékeknek. Ez a rész a
cytoszél fehérjék esetében a kontroll rendszerben mért kotésnek 159,-at, sejt-
magok esetében pedig mindéssze 59,-at teszi ki.

Az abrabél lathatd, hogy 19-nortesztoszteron hatasira mind a cytoszol
mind a magi receptor-*H-dihidrotesztoszteron komplexek képz8dése vissza-
szorul, de nem annyira, mint azonos koncentraciéju tesztoszteron hatasara.
Mind a cytosz6l mind a magi receptor esetében 509,-0s kompeticié eléréséhez
mintegy kétszer akkora (30—40 nM) 19-nortesztoszteron koncentraciéra van
sziikség mint az ugyanezt az effektust eredményez§ tesztoszteron koncentra-
ci6 (15—20 nM). Megforditva, ez azt jelenti, hogy a szévetmintdban akkor
keletkezik wugyanannyi 19-norszteroid-receptor és dihidrotesztoszteron-re-

ceptor komplex amikor az inkubalé médiumban a nortesztoszteron-tesztosz-
teron koncentracidk aranya kb. 2 : 1.
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Mint emlitettiik, kisérleteinkben a *H-tesztoszteron egyik metabolit-
janak a kot8dését vizsgaltuk. Ezért lehetséges, hogy a mért kiillonbség rész-
ben vagy egészben arra vezethet§ vissza, hogy a metabolit képz§désének sebes-
sége a 19-nortesztoszteront illetve a tesztoszteront tartalmazé elegyekben
nem egyforma. A 4. abrabél azonban az lathaté, hogy a cytoszél szabad

%
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Hompetitor szteroid koncentraciojo
4. @bra. A 3H-dihidrosztetoszteron szdzalékos ardnya a cytoszél szabad szteroid frakciéjdban
a vesicula vagdalék 10 nM 3H-tesztoszteron és az dbrdn jelzett koncentrdciéja 19-norteszto-

szteron (-@-) illetve tesztoszteron (-O-) jelenlétében 60 percen 4t végzett inkubaldsa utdn. Hirom
kisérlet alapjdn az dtlag + S. D. értékeket tiintettiik fel.

szteroidokat tartalmazé frakciéjaban visszanyert S3H-dihidrotesztoszteron
mennyisége megkozelitGen azonos, akarmelyik kompetitorral is végeztiik az
inkubalast. Arra kell tehat gondolnunk, hogy a nortesztoszteron és/vagy va-
lamelyik metabolitja kétédik a cytoszol receptorhoz.

Ez els6sorban a nortesztoszteron Sa-redukalt szarmazékarol feltételez-
hetd, ezért 6sszehasonlitottuk 19-nortesztoszteron és dihidro-nortesztoszteron
kompetitiv hatdsit a ®H-dihidrotesztoszteron kot8désére a receptorhoz a
3H-tesztoszteronnal inkubalt vesicula szovetben (5. abra). Azt talaltuk, hogy
a dihidro-nortesztoszteron mintegy haromszor kevésbhé hatékony kompetitor.
Valoszinii tehat, hogy akarcsak a prosztata receptor esetében (Liao és mtsi
1973) a vesicula seminalisban is a 19-nortesztoszteron nagyobb affinitassal
kotddik a cytoszol és magi receptorhoz mint 5x-dihidro szarmazéka.

Azzal a céllal, hogy kozvetleniil dsszehasonlitsuk a 19-nortesztoszteron
és a dihidrotesztoszteron affinitasat a receptorokhoz, a vesicula vagdalékot
4 nM 3H-dihidrotesztoszteronnal inkubaltuk és megvizsgaltuk kiilonb6z6
koncentraciéji nortesztoszteron illetve nem jelzett dihidrotesztoszteron
kompetitiv hatésat a S®H-dihidrotesztoszteron kot8désére (6. abra). Mind
a cytosz6l mind a magi receptor esetében a kotés 509,-os gatlasat a dihidrotesz-
toszteronhoz képest mintegy tizszer magasabb koncentréciéji nortesztoszteron-
nal lehetett elérni. Ha figyelembe vessziikk, hogy a ®H-tesztoszteronbél az
inkubalaskor keletkez§ 20—309, 3H-dihidrotesztoszteron képes csak kotddni a
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5. dbra. Kiilonb6z6 koncentrdciéja dihidro-nortesztoszteron (-O-) illetve 19-nortesztoszteron

(-@-) hatdsa 3H-dihidrotesztoszteron kotédésére a receptorhoz. A vesicula vagdalékot 60

percen at inkubdltuk 7,5 nM ®H-tesztoszteron és az dbrdn jelzett koncentrdciéjt kompetitor
szteroid jelenlétében.
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6. gbra. Kiilonb6z6 koncentrdciéji 19-nortesztoszteron (-@-) és dihidrotesztoszteron (-o-)
hatdsa 3H-dihidrotesztoszteron kot§désére a receptorokhoz. A vesicula semindlis vagdalékdt

60 percen 4t inkubdltuk 4 nM 3H-dihidrotesztoszteron és az dbrdn feltiintetett koncentraciéjia
kompetitor szteroid jelenlétében.
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receptorhoz, a 3. abran és a 6. abran bemutatott kisérletek egyarint arra
mutatnak, hogy a 19-nortesztoszteronnak mintegy tizszer kisebb az affinitasa
a receptorokhoz mint a dihidrotesztoszteronnak.

A kovetkez8kben arra kivantunk informacidkat kapni, hogy a tesztosz-
teron és a 19-nortesztoszteron hogyan befolyasoljak a kasztralt allat vesicula-
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7. ébra. Tesztoszteron (-0-) és 19-nortesztoszteron (-@-) fenilpropiondt észtereinek hatdsa kaszt-

ralt patkdnyok vesicula semindlisainak RNS/DNS hdnyadosdra. Az dllatok kiilonboz6 csoport-

jait (4—6 dllat) 4 napon it kezeltiik az dbrdn jelzett adagokban adott szteroid észterekkel.
4—8 meghatdrozds dtlagat (4 S. D.). tiintettiik fel.

jaban az RNS szintézis sebességét. Mint mar emlitettiik, androgén hatasra
a vesicula sejtekben fokozédik az RINS szintézis sebessége és ennek eredménye-
képpen niovekszik a sejtek RNS tartalma. A vesicula sejtek RNS tartalmanak
noévekedése — ami az RNS/DNS héanyados mérésével nyomonksvethets-
az RNS szintézis fokozédasanak mértéke (Toth 1968). Ennek alapjan hason-
litottuk ossze a tesztoszteron és a 19-nortesztoszteron kezelések hatasat
kasztralt patkanyok vesicula seminélisainak RNS/DNS hanyadosara. A két-
féle szteroid fenilpropionat észtereinek adasaval dézisvalasz gorbéket vettiink
fel (7. abra). A dézis-valasz gorbékbél leolvashaté, hogy azonos RNS/DNS
hanyados fokozdodas eléréséhez a tesztoszteronhoz képest mintegy nyolcszor
nagyobb 19-nortesztoszteron dézisra volt szitkség, az RNS szintézis fokozasa-
ban a tesztoszteron tehat kb. nyoleszor hatékonyabb mint 19-dezmetil
szarmazéka.
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Megbeszélés

Kisérleteinkben a receptorhoz torténd kotddés vizsgilatira a kompe-
ticiés m6dszert hasznaltuk, igy a draga 3H-nortesztoszteronra nem volt sziik-
ség. A kotési kisérleteket szovetvagdalékkal végeztiik, ami azzal a hatrany-
nyal jar, hogy a szteroid metabolizmust is figyelembe kell venni, elénye vi-
szont az, hogy a feldolgozas soran receptor-szteroid komplexszel dolgozhatunk,
ami a receptornal stabilabb. Igy értiik el, hogy eredményeink reprodukal-
hatéak és jol értékelhetdk voltak.

Kimutattuk, hogy a cytoszél fehérjék és a sejtmagok az inkubalaskor
szelektiven, kis kapacitassal és nagy affinitassal kétik a dihidrotesztoszteront.
E kot6dés kimutatasat elGsegitette a kismértékd aspecifikus kotédés, ami
részben annak koszénhet8, hogy kasztralds utan 5—6 nappal a mirigyek
fehérjetartalma erdsen csokkent. A cytoszél kotSkapacitisira viszonylag
alacsony értéket kaptunk, aminek oka az lehet, hogy a fehérjetartalom csok-
kenése algl — gy latszik — a cytoszdl receptor fehérje sem kivétel (Bruchovs-
ky és Craven, 1975). A magi kot8helyek szama, figyelembe véve, hogy 1 g
vesicula szévetben 3,4 mg DNS (Téth, 1971) és 1 magban 9,6 pg DNS (Verderly
1955) talalhaté, az 1 pmél/g szoévet értékbél szamitva kb. 1900 kétShely/
sejtmag. Ez 6sszhangban van azzal, hogy az androgén (Fang és mtsi 1971,
Rennie és Bruchovsky 1972, Mainwaring és Peterken 1971), 6sztrogén (Maurer
és Chalkley 1967, Baulieu és mtsi 1972) és progreszteron (O’Malley és Means
1974) kotShelyek szamat a célszervek sejtmagjaiban magonként néhany ezerre
becsiilik.

Kompeticiés kisérleteink eredményeit és a beléliik levont kovetkezteté-
seket az alabbiakban foglalhatjuk 6ssze: a) Azonos koncentraciéju tesztosz-
teron illetve 19-nortesztoszteron jelenlétében a 3H-tesztoszteron atalakitasa
5a-dihidro szidrmazékka hasonlé sebességgel folyik, ami arra mutat, hogy a
vesicula seminalisban talalhaté 5x-reduktédz, akarcsak a prosztata hasonlé
enzime (Shimazaki és mtsi 1971), nem tesz kiilonbséget a tesztoszteron és a
19-nortesztoszteron kozott.

b) A dihidrotesztoszteron, a 19-nortesztoszteron és a dihidronortesz-
toszteron relativ affinitidsa a vesicula receptorokhoz 100 :10 : 3. Hasonlé
kisérleti feltételek mellett a prosztata magok esetében ugyanezt az affinitasi
sorrendet de kisebb aranyokat (100 : 70 : 60) talaltak (Liao és mtsi 1973).
Az eltérés magyarazatat a két vizsgalathoz felhasznalt szovetmintak eltérd
szteroid metabolizmusaban kereshetjitk. Erre utal az is, hogy a prosztata
vagdalékot mintegy huszszor magasabb 3H-tesztoszteron koncentraciénal
kell inkubalni ahhoz, hogy a magok dihidrotesztoszteronnal telitédjenek,
mint kisérleteinkben a vesiculak vagdalékat (Fang és mtsi 1969).

A 19-nortesztoszteronrél kimutattdk, hogy prosztata receptorhoz
kézvetleniil képes kapcsolédni, mégpedig nagyobb affinitassal mint 5ec-dihidro

Orvostudomdny 27, 1976



TESZTOSZTERON 19. METILCSOPORTJANAK JELENTOSEGE 55

szarmazéka (Liao és mtsi 1973). Ugy latszik, ez a vesicula receptorra is ér-
vényes, mivel kevéssé valészint, hogy valamilyen egyéb norszteroid legyen
a legjobban k6t6d8 metabolit. A 3-oxo- és 17 f$-hidroxi csoportok szébajéhetd
enzimatikus atalakitdsa ugyanis tesztoszteron esetében mindig az androgeni-
tas nagymértékil csokkenésével jart (Murphy, 1969, Liao és mtsi 1973).

c) A receptorok dihidrotesztoszteron kotésének vizsgalata kiilonbozd
tesztoszteron koncentracicknal azt mutatta, hogy a cytoszdl receptor és a
magi receptor kotése kozott parhuzam van. Ezért a kompeticiés kisérletek
nem zarjak ki azt a lehetséget, hogy a cytoplazmaban képz8dott nortesztosz-
teron-receptor komplex nem jut be a sejtmagba.

Arra, hogy a nortesztoszteron-receptor komplex bejut a magba, és ott
fejti ki hatasat, kozvetve, az RNS szintézis sebességének novekedésébdl
kovetkeztethettiink. A 19-nortesztoszteron kisérleteinkben kimutatott, teszto-
szteronhoz képest mintegy nyoleszor kisebb RNS szintézist fokozé hatasat
kisebb affinitdsa a receptorhoz csak részben magyarizza, hiszen a 3. abran
bemutatott kisérlet alapjan mintegy kétszeres kiilonbséget varnank a tesztosz-
teron javara. Liao és mtsi (1973) mas médszerrel és prosztatara nyert adatai-
b6l ugyanez a kovetkeztetés vonhaté le: a nortesztoszteron kisebb affinitasa
a receptorhoz csokkent androgenitdsat csak részben magyarazza. Mivel az
androgén hatds mérése kisérletiinkben in vivo médszerrel tértént, a két
szteroid hatasa kozti viszonylag nagyobb eltérés okaként nem zarhaté ki
esetleges kiilonbség a felszivédasban, a transzportban, a metabolizmus sebes-
ségében. Dont8 lehet az, hogy a receptorhoz valé kisebb affinitdsa miatt
a 19-nortesztoszieront a célszerv nem képes olyan hosszi ideig visszatartani,
mint a dihidrotesztoszteront. Végiil arra is gondolnunk kell, hogy a nortesz-
toszteron-receptor komplex transzlokaciéja a cytoplazméabél a sejtmagba
lasstibb illetve a magba bekeriilt komplex kevéshé hatékony az RNS szin-
tézis sebességének fokozasaban mint a dihidrotesztoszteron-receptor komple x

Osszefoglalds

Kasztralt patkanyokbél nyert vesicula seminalisok vagdalékat 60 percig
inkubaltuk 3H-tesztoszteront tartalmazé médiumban. Azt taldltuk, hogy a
cytoszél fehérjék és a sejtmagok a ®H-dihidrotesztoszteront szelektiven, kis
kapacitassal és nagy affinitassal kotik. Telitési (10 nM)*H-tesztoszteron kon-
centracional osszehasonlitottuk 10—100 nM 19-nortesztoszteron és nem jel-
zett tesztoszteron kompetitiv hatasat a *H-dihidrotesztoszteron képzbdésének
sebességére tovabba a cytoszél receptorhoz és sejtmaghoz valé kotddésére.
Nem talaltunk kiilonbséget a két kompetitor azonos koncentraciéinal az
inkubaldskor képz8d8 szabad *H-dihidrotesztoszteron mennyiségében. Ezzel
szemben 19-nortesztoszteron jelenlétében kevésbé szorult vissza a 3H-di-
hidrotesztoszteron-receptor komplex képzédése mint tesztoszteron jelenlété-
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ben. Azonos mértéki kompeticié eléréséhez mind a cytoszél receptorhoz mind
a maghoz val6 kot6dés esetében megkdzelit§leg kétszer nagyobb nortesz-
toszteron koncentraciéra volt sziikség. Kisérleteink szerint a 19-nortesztosz-
teron mintegy haromszor hatékonyabb kompetitor mint a dihidro-nortesz-
toszteron és kb. tizszer gyengébb mint a nem jelzett dihidrotesztoszteron.

In vivo, a vesicula seminalis RNS/DNS hanyadosanak azonos mértéki
emeléséhez kb. nyoleszor annyi 19-nortesztoszteron mint tesztoszteron sziik-
séges. Ezt az adatot a kompeticiés kisérletek eredményeivel osszevetve
arra kovetkeztetiink, hogy a tesztoszteronnak és a 19-nortesztoszteronnak a
vesicula seminalis RNS anyagcseréjére kifejtett eltérd hatasat kiilonboz6
affinitdsuk a cytoszdl illetve a magi receptorokhoz részben magyarazza.
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1. A kovetkezd trividlis szteroid elnevezéseket hasznaljuk:
tesztoszteron = 17 f hidroxi-4-andosztén-3-on
dihidrotesztoszteron = 17 # hidroxi-5a-androsztan-3-on
19-norteszteron = 17 § hidroxi-4-gsztrén-3-on
dihidro-nortesztoszteron = 17 f hidroxi-50-sztrdn-3-on
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KRONIKUS PARA-BROM-METAMFETAMIN (V—111)
KEZELES HATASA PATKANYOK TANULASI ES
MEMORIATAROLO KEPESSEGERE

KNOLL BERTA, a biolégiai tudoményok kandiddtusa
Kozlésre érkezett: 1975. XII. 20.

Az elmiilt években végzett kutatasaink alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy az agyi catecholaminerg ténust fokozé és a szerotonerg ténust
csdkkentd vegyiiletek serkentik a patkanyok tanulasi és memoriatarol6 képessé-
gét (Knoll J., 1972,1973,1974). Knoll és munkatarsai altal kifejlesztett para-Br-
metafetamin (V-111) mely akut hatasaban a pszichotomimetikumokra jellemz§
viselkedési zavart okoz macskan, egéren és patkanyon (Knoll Berta 1972) tartés
kezelés utan (30 napon at naponta egyszer 15/mg/kg s.c.) ellentétes hatast
valtott ki, fokozta patkdnyokon a tanulast és retentiét (Knoll Berta 1974).

Részletes biokémiai mérések alapjan megallapitottuk, hogy a V-111
akut hatasaban az agyban szerotonint szabadit fel, tartés kezelés soran szero-
tonint depletal. (Knoll J., 1970; Knoll Berta 1974 a, b). A krénikus V-111
kezelés tanulasra kifejtett hatasat két olyan médszerrel vizsgaltuk, melyek
lehet8séget nyijtanak sok allaton gyorsan keresztiilvihet§ kisérletekre, repro-
dukalhaték és statisztikailag jol kezelhetSk, vagyis megfelelnek a farmakolé-
giai screening céljainak.

Mindkét médszeriinkkel az allatokon menekiilési reflexet valtottunk
ki, a kisérletek egy részében elektromos aramiitéssel, (Screening teszt I.)
masik részében héingerrel (Screening teszt I1.) és kvantitativ médon kovettiik,
hogy a naiv allatok hogyan fedezik fel a faijdalmas ingertél valé megszabadulas
utjat, (feltétlen menekiilési reakeié) hogyan épiil ki a feltételes reflex az elbbi
reakciora és milyen mértékben retinealédik az egyiiléses kondicionalas soran
kiépiilt feltételes reflex.

Moédszereinkkel megvizsgaltuk kiilonb6z6 vegyiiletek hatasat patka-
nyok viselkedésére, dsszehasonlité vizsgalatokat végeztiink kiilonb6z8 torzs-
b6l szarmazé patkanyok tanulds és memoriataroléo képessége kozott. (Knoll
Berta 1972a) Kisérleteinkhez nem beltenyésztett, kereskedelmi forgalomban
levg 120—220 gr-os Wistar, CFY és Long-Evans him és néstény patkanyokat
hasznaltunk. Biokémiai meghatarozasokat Bogdanszki szerint, fluorimetrias
moédszerrel végeztiik el. (Bogdanski 1956).

Vizsgalatra az alabbi vegyiiletek keriiltek:

Para-Br-metamfetamin HCL (V-111) Chinoin (30X 15 mg/kg s.c.)
Para-Cl-fenilalanin (pCPA), Sigma (3 X100 mg/kg. i. p.)
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Orotsav, Fluka (4 x 100 mg/kg i. p.)

Amfetamin inj. 19, Chinoin (1 X2 mg/kg s. c.) A vegyiileteket 0,99, fiziolé-
gias konyhasé oldatban oldottuk.

Amfetamin utdn 30 perc milva, a tobbi vegyiilettel valé kezelés utan 24
oraval keriiltek az allatok a kisérleti berendezésekbe. A kapott eredménye-
ket a Screening teszt I. esetében 4x2 mezGs, a Screening teszt II.-nél 3x2
mezss, x2 tesztben értékeltiik.

Aramiitéssel kiviltott menekiilési reflex vizsgdlata. Screening teszt 1.

A kisérleti berendezés fémracshél és erre helyezett 30 cm magas, alul,
feliil és oldalt nyitott iiveghirabél all. A fémracsba vezetett elektromos (110 V)
aram mint feltétlen inger hatdsara a biura ala helyzett kisérleti allat tajéko-
26d6 kutaté reflexes viselkedése révén felugrik a bira tetejére. Ha 2''-en beliil

1. dbra. Elhérité reflex kiépitésére alkalmas elektromos berendezés. Scherening teszt I.

feladatat nem oldja meg, kikapesoljuk az dramot és a miveletet 5’ -es szii-
netekkel mindaddig ismételjiilk (de legfeljebb 20 alkalommal) mig az allat
a menekiilés egyetlen ttjat fel nem fedezi. Az elsd sikeres felugras utan (fel-
tétlen reflex) az ismétléskor mar kovetkezetesen pozitiv feltétlen reakciét
néhany alkalommal kivaltjuk. Ezutan a mar ,,szilard” feltétlen reflexet 10
alkalommal — 10’’-es sziinetekkel — indifferens cseng6hanggal (feliételes
inger) tarsitva valtjuk ki, majd ellengrizziik a feltételes reflex kialakulasat.
Feltételes reflexnek tekintjiik, ha az allat aramiités nélkiil, csak a cseng6hang
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hatdsara 30”-en belill felugrik a bira tetejére. Az ilyen feltételek mellett
kisérletbe keriils allatokat viselkedésiik alapjan négy kategoériaba soroljuk.
Elégtelen : ha 20 prébalkozéason (5" -es sziinetekkel, 2''-es aramiités) beliil
nem ugrik fel a bira tetejére.
Gyenge: ha aramiitésre felugrik (feltétlen reflex pozitiv), de 10 tarsitas
és 4 jarulékos meger8sités utan sem ugrik fel a feltételes inger hatdsara (fel-

tételes reflex negativ).
Kizepes: feltételes reflex kivalthaté 10 alkalommal, de csak 2—4 ja-

rulékos meger6sités utan.

100 1 D elegfelen gyenge kdzepes B /iting
D/D

50 A

Hontroll pCPA Orotsav v-111 v- 111
3x100mg  4x 100 mg 30x15mg  72x15mg
Tip; r.p. S:C 8.6
(200) (10) (10) (20) (78)

2. dbra. Kiilonboz vegyiiletek hatdsa Wistar patkdnyok tanuldsi képességére Screening teszt I

40%
31% |
20% ‘ ‘
o= |
| il
Il Hm Il

Hontroll pCPA Orotsav aoxv i1 72x V11t
(200) (10) (10) (20) (18)

3. dbra. Kiilonboz6 vegyiiletek hatdsa Wistar patkdnyok 24 6rds retenciéjara. Screening teszt I.

wo -

%

Retencio

504

Kitting : ha 10 tarsitas utan kézvetleniil 10 alkalommal szilard feltételes
reflex valthato ki.

A feltételes reflex retenciéjat 24 o6raval az utolsé reakeié kivaltasa
utan ellendrizziik és pozitivnak tekintjiik, ha az allat csengé inger hatasara
30""-en beliil egy alkalommal felugrik.

200 db kezeletlen (kontroll) Wistar patkany problémamegoldasi és me-
mériatarolé képességét illusztralja a 2. és 3. abra. Az allatoknak 39,5%-a ke-
riilt a kitéind kategoridba, ennyi éallatnal lehetett a kozvetlen megerdsités
utan kivaltani 10 pozitiv feltételes reflexet, ugyanakkor elenyészden kevés
(29,) allat tanulasa bizonyult elégtelennek. Ennek oka valészintileg az igen
erGs (110 V) feltétlen inger.
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Ha kiilsnb6z8 vegyiiletekkel valé elSkezelések utan keriilnek a patka-
nyok a Screening teszt I. feltételek kozé, viselkedésiik lényegesen megvalto-
zik a kontrollokéhoz viszonyitva (2. és 3. abra). Mind a pCPA mind az orotsav
hatésara megszilint az elégtelen kategoria, nem volt olyan patkany, melynél
a feltétlen reflex nem alakult volna ki, s6t a pCPA hatasara igen jelent8sen
(709,) fokozédott a kondicionalt allatok szama. Matematikailag szignifikans
tanulds fokozast csak a V-111-gyel valé elGkezelés utin kaptunk (P < 0,01).
Hasonlé a helyzet a retenci6 esetében is, mig a kontroll adllatoknak csak 319%,-a
(retenciét csak a 3. és 4. kategoriaba tartozo allatoknal mértiink, mivel csak
ezeknél alakult ki szilard feltételes kapcsolat) addig az orotsavval és para-
Br-metamfetaminnal el6kezeltek 40—45 szazaléka retinealta a csengé hang-
jara kiépitett feltételes reflexet. Legmagasabb értéket (739,) 72 napos V-111
kezelés utin kaptunk.

Screening teszt I. moédszeriinkkel a Wistar, CFY és Long-Evans pat-
kanyok tanulds és memoriatarolé képessége kozott szignifikans kiilonbséget
nem észleltiink, valészintlileg az igen erds feltétlen inger és erds feltételes
inger alkalmazasa miatt az allatok valaszreakciéja lényegében azonos. (4.,

5. abra).

o .
o [E] elegtelen gyenge - kozepes W Kitund

Z
7
| ED
BFY Long- Fvans Wistar
(40) (40) (200)

4. dbra. Kiilonb6z6 patkénytorzsek tanuldsi képessége Screening teszt I. médszerrel vizsgélva.

100 W
%
)
§ 50 45%
© 31%
21%
CFY Wistar Long Evans
(40) (200) (40)

5. dbra. Kiilonboz§ patkdnytorzsek 24 6rds retencidja. Screening teszt I.

Orvostudomdny 27, 1976



KRONIKUS V—111 KEZELES HATASA A TANULASRA 63

Haingerrel kividltott menekiilési reflex wvizsgdlata. Screening teszt I1I.

Az eljaras lényegében megegyezik az el6z6 médszerben leirtakkal;
az eltérés a feltétlen ingerben van, mely ebben az esetben 60 °C héinger. A
mar ismertetett iivegbira 60 fokra felftitétt fémlapon all, azaz az allat mene-
kiilését a rendkiviil heves védekezési reakciot kivalté 110 V aramiités helyett
az enyhébb és lokalizaltabb hatasd héinger valtja ki. Az elsd feladat az allat

6. dbra. Elharité reflex kiépitésére alkalmas h&ingerléses berendezés. Screening teszt II.

szamara ebben az esetben is a menekiilés egyetlen tdtjanak felismerése (a
feltétlen reflex kiépitése), majd ugyanebben a kisérleti iilésben feltételes
reflex elsajatitasa (felugras szobah8mérsékletdi fémlemezrgl). Az enyhébb
feltétlen inger alkalmazasa miatt a kontroll allatok teljesitménye ebben a
kisérleti szitudciéban kisebb, mint a Screening teszt 1. esetében. (6. dbra)
A kisérlet menete a kovetkez8: a naiv patkanyt a 60 fokos fémlemezre
az iivegbira ald helyezziik és 5''-ig ott tartjuk. Az allat korbefut, talpat
nyalja, fijja, ugral, mig végiil megtalalja a bira fels§ peremére valé felugras
mozdulatat, mint a menekiilés egyetlen célravezet§ dtjat. Ha ez a reakcid
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nem kovetkezik be, az allatot levessziik a meleg lemezrél és 10 masodpercre
a bira peremére helyezziik, majd a kisérletet hasonlé médon ismételjiik 6sz-
szesen 30 alkalommal. Ha ezalatt a patkany nem ugrik fel egyszer sem a
bira peremére ,.feltétlen’ reflexaktivitasat negativnak tekintjiik. A 30.
ismétlés utan az allatot szobahémérsékletli lemezre tessziik és ellendrizziik a
feltételes reflex kialakuldsat a kornyezeti ingerekre (iivegbira alatti helyzet,

A) ; : i
100 - O elegtelen Jo B «itino

%

50

100 1
%

whadd

Kontroll ~ pCPA Orotsav ~ Amphetfamin v-111
3x100mg  4x 100 mg 2mg 30% 15 mg/kg
e S0

I.p. 4. s. Y
(100) (60) (39) (30) (40)

7. @bra. Kilonb6z8 vegyiiletek hatdsa Wistar patkdnyok tanuldsi és memdriatarolé képes
ségére. Screening teszt IL

az allat megfogésa, a bura észlelése), csengfingert ebben a kisérletben nem
hasznalunk. Amennyiben az allat 30"-en beliil felugrik a bura tetejére (egy-
méasutan 10 alkalommal prébalkozunk), akkor feltételes reflexét pozitivnak
értékeljiik, ha hdinger hidnyaban nem ugrik, akkor negativnak. Teljesitmé-
nyiik alapjan a patkdnyokat harom kategériaba soroljuk.

Elégtelen : ha a feltétlen és feltételes reflex egyaltalan nem jelenik meg.

Jo: amikor a feltétlen kapesolat kiépiil, a feltételes nem.

Kitiino : ha mindkét elharité reflexes forma megjelenik. Ezen a teszten
a retenciét az adott kisérleti feltételeknek megfelelden egy vagy két hét milva
ellendrizziik. A kisérletek kozotti sziineteket az allatok lakdéketreciikben toltik,
majd mésodszorra is az els§ tanulasnak megfelel§ szituaciéba keriilnek és az
egész kisérletsorozatot megismételjiik veliikk. A 7. dbra mutatja 100 db naiv
Wistar patkany viselkedését szazalékos megoszlasban tanulasi képességiik
alapjan. Az A oszlopsorok az els§, a B oszlopsorok a masodik tanulds ered-
ményeit reprezentaljak, ez utébbit 14 nap sziinet utan ellendriztiik.

A gyenge feltétlen és feltételes ingerek hatésara az allatok tilnyomé
tobbsége (809,) az els§, elégtelen kategoridba keriilt és csak kis hanyada
(7%) oldotta meg kitin8en feladatit. A masodik tanulds mér lényegesen
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csokkentette a rosszul tanulék szamat, a feltételes reflexet kiépitd allatok
szama viszont még mindig alacsony maradt (89,). Alapvetden megvalto-
zott az allatok tanulas és memoéria készsége kronikus V-111, valamint a mar
el6z8kben is alkalmazott centralis hatasi vegyiiletekkel valé el6kezelés utan.
A retencié vizsgalatat ezekben az esetekben is 14 nappal kés6bb végeztiik el
(7. abra).

A krénikus V-111 kezelés igen jelentdsen fokozta (P << 0,01) az allatok
teljesitményét a kontroll csoporthoz viszonyitva. Az elégtelenek aranya 179 -ra
csokkent, a kitlin6 kategéria 499,-ra emelkedett. A kontroll és V-111-gyel
kezeltek retenciéja is szignifikansan kiilonbézott (P <7 0,001) holott a két
hét sziinet alatt semmilyen kezelést nem kaptak a patkanyok, st osszehason-
litva a tobbi vegyiilet hatasaval a 30 napos V-111 elGkezelés utan emelkedett
legnagyobb mértékben a feltételes reflexet kiépitd allatok szama. A jelenség
oka valészintileg a V-111 tartos szerotonin depletalé hatasa. Ennek igazolasara
a szokasos médon 30 napig kezeltiink V-111-el patkanyokat melyeket csak
biokémiai mérésekhez hasznédltunk fel, tanulasi képességitket nem vizsgaltuk.
A kezelés befejezése utan kiilonb6z6 idGpontokban (1 6ra — 3 hét) dekapital-
tuk Sket és Bogdanszki médszerével mértik az egészagy (cerebellumot elta-
volitottuk) szerotonin szintjét. A kontroll allatokat 30 napig fiziologias
konyhaséval (0,1 ml per 100 gr per die) kezeltiik és a V-111-hez hasonléan
1 6ra usqve 3 hét milva az injekciézas utan dekapitaltuk éket. Eredményeink
egyrészt megerdsitették korabbi adatainkat melyek szerint a kréonikus V-111
kezelés hatasara az agyi szerotonin szint lényegesen csikken (Knoll J. 1972)

1. tablazat

Patkdnyagy szerotonin koncentriciéjanak (ngr per g + S. E.) viltozdsa, krénikus V-111 keze-
lés utdn. Meghatdrozas Bogdanszki mddszerével.

Kisérletben i
résztvevéd 1 6ra
allatok ]

24 6ra 1 hét 2 hét 3 hét

Kontroll
(30 x fiz.
s6) 0,2364+4-0,015 0,3704+0,028 0,215+0,014 0,297+ 0,02 0,2496 0,045

V—111
(3015
mg) 0,144240,007***| 0,238+0,024** 0,1331+0,013** 0,175--0,012%*/0,01612+0,010*

Viéltozas
95 —40 —36 —39 —42 —32

#% 5 < 0,001
o< 0:01
*p < 0,05

Médszer = Student 2 mintds ¢ préba
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%

100 -

Long
B Lvans

100 4

8. dbra. CFY, Long— Evans és Wistar patkdnyok tanulds és memoriatirolé képességének
osszehasonlitdsa Screening teszt II. modszerrel.

100 - ‘
1 cFY kontron 8

Saninll

00
9, Wistar kontrol/

srmnm

6. 7 & g 1 I
100 W/sfﬂ/ .?01 V- /77 15 mg/kg

J I%
-] "

& B T @ R W o w2

9. dbra. Kronikus (30 napos) V-111 kezelés tanuldsfokozé hatdsa Wistar patkdnyokon a keze-
letlen Wistar kontroll és CFY kontroll aspektusiban. Screening teszt II.

masrészt azt is kimutattuk, hogy még 3 héttel a kezelés befejezése utan is
alacsony az egészagy szerotonin tartalma a kontrollhoz képest.

A tovabbiakban megvizsgaltuk kiilonboz6 patkanytorzsek tanulasi és
memoriatarolé  képességét Screening teszt II. mddszeriinkkel. Ezekben
a kisérletekben az els6 és masodik tanulas kozott csak egy hetes sziinetet
tartottunk, majd tovabb folytattuk a tanulasvizsgalatat olymédon, hogya 3
hénapos periédus alatt hetente egyszer mindig azonos napokon a Screening
teszt I1. kautélaknak megfelelGen kondicionaltuk a patkanyokat, sszesen tehat
12 tanulast valtottunk ki. A Long-Evans, Wistar és CFY patkanyok 12 hetes

Orvostudomdny 27, 1971




KRONIKUS V—111 KEZELES HATASA A TANULASRA 67

viselkedését dsszehasonlitva kideriilt, hogy az allatok nem egyforman tanul-
nak. Legaktivabbaknak a CFY torzsb6l szarmazé patkanyok bizonyultak.
Mar a 3. héttdl kezdve mem volt olyan patkany, amely ne taldlta volna
meg a 60°o0s fijdalmas ingert§l valé megszabadulas lehet8ségét. A Long-
Evans patkéanyok a 6. héten a Wistarok viszont csak a 9. héten érték el a
CFY allatok teljesitményének szinvonalat. (8. abra)

Felmeriilt a kérdés, lehet-e 30 napos V-111 el6kezelés utan a Wistar
torzset a nala jobban tanulé torzsek valamelyikének szinvonalara felhozni.
E célb6l Wistar patkdnyokat a szokdsos médon egy hénapig V-111-gyel
kezeltiink és az utolsé injekcidzds utan 24 éraval megvizsgaltuk az elsd ta-
nulasukat majd tovabbi 11 héten at hetente egyszer ezt megismételtiik.
Természetesen a 30 napos elSkezelés befejezése utdn mar tobb kezelést az
allatok a 3 hénapos kisérleti periédus alatt nem kaptak (9. abra).

Az eredmény meglepd volt, a kezelt Wistar allatok ugyanigy tanultak
mint a CFY térzsbél szarmazdk, a 4. héttdl kezdve mar nem volt olyan allat,
melyen az elharité reflexes viselkedés valamilyen formaja ne alakult volna ki,
tehat az elégtelen kategéria megszilint. S8t dsszehasonlitva a 8. abra eredmé-
nyeivel, a V-111 kezelés igen erdsen fokozta a feltételes reflex kiépitését is.

Megbeszélés

Egy iranyt (one-way) kondicionalé médszereinkkel kiilonboz8 centralis
vegyiiletek tanulasra és memoriara kifejtett hatasat vizsgalva pozitiv ered-
ményeket kaptunk. Az amfetamin az agyban direkt médon noradrenalint
(NA) mobilizal és ezaltal kézponti idegrendszeri izgalmat okoz (Moore 1964,
Moore és mt. 1970, Carlsson 1970) kiilonféle tanulasi teszteken fokozza az
allatok tanulasi képességét. Az amfetamin facilitdlé hatdsa NA szintézist
gatlé anyagokkal alfa-metiltizozin (¢-MT) megsziintethet§. Ezek a farma-
kolégiai vizsgalatok alatamasztjak egyrészt azt, hogy az amfetaminok stimula-
tiv hatésai catecholaminerg ténus fokozasan alapszanak, masrészt azt, hogy
a NA a kézponti idegrendszer aktivalé transzmitter anyaga (Weissman és
mt. 1966, Dingell és mt. 1967).

A para-Cl-fenilalanin (pCPA) facilitalja egyes teszteken a feltételes
elharité reflexes viselkedést, s ezen tulajdonsaga 5-hydroxi-triptofannal
(5-HTP) meggatolhaté (Tenen 1967). A jelenség oka a pCPA szerotonin de-
pletalé hatasa, az agyi triptofan hydroxilaz inaktivalasa révén gatolja a
szerotonin szintézist (Koe 1966), a kontroll értéknek mintegy 10—20 szaza-
lékara csokkenti az agyi szerotonin szintet, ugyanakkor nem befolyéasolja vagy
csak minimalisan a catecholamin szintet. Az orotsav az agyi ribonuklein sav
(RNA) szintézist fokozza s bizonyitja a fehérjeszintézis szerepének fontossagat
a tanulasi folyamatokban, kiilénés tekintettel a memériara. (Ott és mt. 1970).
Magnezium pemolin, mely RNA szintézist fokozé hatasd vegyiilet, ugyan-
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csak fokozza a tanulast ragesalékon (Plotnikoff 1966). Mindharom tipusi
vegyiilet hatékony volt kisérleti feltételeink mellett. A pCPA 3 napos el6kezelés
utan 24 o6raval fokozta a patkanyok tanulasdt mind az aramiitéses, mind
a héingerléses kisérleti feltételeink mellett, (2. és 7. abrak) a memoria meg-
szilardulasat Screening teszt I. médszeriink esetében kevéssé fokozta (3. abra).
Az orotsav memoria konszolidalé hatdsa mindkét médszerrel bizonyithaté
volt, kiilondsen a Screening teszt II. esetében kaptunk a kontrollhoz képest
szignifikans (P < 0,001) kiilonbséget (7. abra). Amfetamin kezelés utan 30
perccel a vart eredményt kaptuk.

Krénikus V-111 elgkezelés utdn mindkét ,.egy-irdnyd” médszeriinkkel
nagymértékd tanulds és memoria fokozast kaptunk. Screening teszt 1. méd-
szeriinkben 72 mapos V-111 kezelés hatasat is megvizsgaltuk. Mivel ugyan-
olyan szignifikans kiilonbséget kaptunk, mint 30 napos el8kezelés utan(P <<
< 0,01) és a kett§ kozott szignifikans kiillonbség nem volt, a kisérletek meg-
gyorsitdsa miatt tovabbiakban mar csak az utobbi hatasat vizsgaltuk. Hatas-
modjat illet§en a krénikus V-111 kezelés szerotonin depléciét okoz. Hatasara
a kozponti idegrendszer egy sajatos allapotba keriil, amelyre jellemzé a szeroto-
nerg rendszer igénybevehet§ségének csokkenése, valamint a relativ catechola-
min tilsily. Ezek a tények felvetik egyrészt azt a kérdést, hogy a V-111
a patkanyagy mely teriilet, ill. teriileteire fejti ki hatdsat, masrészt ezen
teriilet(-ek) eltavolitasa roncsolasos eljarassal mennyiben médositjak a V-111
SHT depletalé hatasat ill. a patkanyok tanulasi képességét.

Osszefoglalds

Krénikus (1 hoénapos) para-Br-metamfetamin (V-111) kezelés, egy-
iranyu (one-way) elharité reflexes kisérleti feltételek mellett (Screening teszt
1. és I1.) Wistar patkdnyok tanulads és memoriatarolé képességét jelentGsen
fokozza. Biokémiai mérések azt mutatjak, hogy az agyi 5HT szint tartésan
alacsony (409%,) még 3 héttel a kronikus V-111 kezelés befejezése utan is. Kii-
lonb6z§ torzsbél szarmazé patkényok tanulasi szintje eltérd, CFY a kisérleti
feltételek mellett ,,0kos” a Wistar patkany ,,buta”. Kréonikus V-111 kezelés
az utébbit a CFY patkany szintjére hozza.
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Semmelweis Orvostudomédnyi Egyetem, I. sz. Kérbonctani Intézet, Budapest

AZ MC-29 VIRUS ALTAL OKOZOTT MAJRAKB()L
KIALAKITOTT TRANSZPLANTALHATO HEPATOMA
BIOKEMIATI VIZSGALATA 1.

A CSIRKEMAJ ES A HEPATOMA DNS, RNS, FEHERJE
ES FOSZFOLIPID TARTALMANAK OSSZEHASONLITASA

KOVALSZKY ILONA, JENEY ANDRAS, ASBOT RICHARD és LAPIS KAROLY az
MTA levelez tagja

Kozlésre érkezett: 1976. II. 6.

Az elmiilt években a daganatok viruseredetével kapcsolatban egyre tébb
kozlemény latott napvilagot és szaporodnak egyes human tumorok virus-
eredetét feltételezd adatok is (Klein 1972, Lapis és Schaff 1974, Sarkar és
Moore 1972). A vilagszerte kiterjedten vizsgalt onkogén virusok hatasara elsé-
sorban mesenchymalis tumorok alakultak ki a kisérleti allatokban, és bar ezek
tanulmanyozasa szdmos adatot szolgaltatott a virus karcinogenezis mechaniz-
musara vonatkozéan, nem adhatott valaszt arra a kérdésre, mi térténik egy
magasan differencialt szdévet sejtjeivel a malignus transzformécié soran.
A kémiai karcinogénekkel elGidézett transzplantalhaté patkanyhepatomak
— elsGsorban a Morris hepatomak — vizsgéalata, és a majszovet malignus
transzformaciéja soran végbemend anyagesere valtozasok felderitése a daga-
natok kialakulasinak és biokémiajanak szamos lényeges sajatossagara muta-
tott ra (Morris 1965, Morris és Wagner 1968, Weber 1961, Weber 1968). Igy
a Morris 5123-as hepatoma vizsgalata soran deriilt fény arra, hogy tobb, addig
a daganatos sejtanyagcsere lényegi elvaltozasaként elismert biokémiai jelen-
ség nem sziikségszerl velejar6ja a malignus transzformaéciénak.

E tumor biokémiai sajatossagok tekintetében nagyon hasonlitott a
majhoz, glikolitikus aktivitasa kozel azonos a majéval, majspecifikus enzimei-
nek aktivitasa szintén jol megdrzott volt (Pitot 1962). A kiilonb6z8 novekedési
sebességili és malignitasd hepatomék tanulmanyozésa soran deriilt fény arra is,
hogy egyes anyagesere folyamatok intenzitdsa a malignitas fokaval parhuza-
mosan fokozédik, mig masoké progressziven csokken (Weber 1968).

Felmeriil azonban a kérdés, hogy azok a jelenségek, melyek a kémiai
karcinogénekkel el8idézett transzplantdlhaté hepatomakban térvényszerd-
nek tlinnek, kialakulnak-e virussal elGidézett malignus transzformacié esetén
is? E kérdés megvalaszolasiara nyilt meg az els6é lehet8ség, mikor 1972:ben
Lapis a Beard altal mar korabban megfigyelt (Beard 1970), MC-29 virus altal
elgidézett hepatomabél transzplantdlhaté daganatot alakitott ki. A primer,
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valamint a transzplantalhaté tumor biolégiai, fény- és elektronmikroszképos
morfolégiai sajatossagairél Lapis tobb cikkben szamolt be (Lapis és mtsai
1973, Lapis és mtsai 1974, Lapis és mtsai 1975). Jelen vizsgalatunk célja az
ujonnan kialakitott transzplantalhaté csirke hepatoma alapvetd biokémiai,
jellemzése, a tumor lényeges makromolekulainak meghatarozasa volt.

Anyag és madszer

A transzplantalhaté tumor fenntartasa, atoltasa Lapis és mtsai (1974)
altal leirt mdédon tortént. Vizsgalatainkat mindkét nembeli naposcsibébe
subcutan oltott 10 napos tumoron végeztiik, a tumorok a 4—15. atoltasokbél
szarmaztak. Kontrollként 10 napos egészséges csirkék majat vizsgaltuk. Az al-
latok a ledlésig szabadon fogyaszthattak taplalékot és vizet. A csirkéket deka-
pitalassal 6ltiik meg, az eltavolitott maj és tumor sulydt megmértiik. A szdvet-
mintakat, ha azonnal nem keriiltek felhasznalasra, —25 °C-on hiitéttiikk és
legkés6bb harom napon beliil feldolgoztuk. A tumor és majszovetet otszoros
térfogat 0,1 M-os (pH 7,5) K-foszfat pufferben homogenizaltuk. A homogena-
tumbdl orcein festés segitségével meghataroztuk az 1 g nedves silyra esd
sejtszamot, majd a szévetek makromolekuldinak mennyiségi meghatarozasa-
hoz mintat vettiik. A megmaradt homogenatumot 600 xg-vel 10 percig centri-
fugaltuk — az iiledékbdl izoldltuk a sejtmagokat (Busch és mtsai 1968), a
feliiliszobal pedig a citoplazma frakciokat (Hogeboom 1955, 1. dbra).

Maj Hepatoma

1. Homogenizalds (0,25 M szaharoz)
2. Differencial centrifugalas
600g 10 perc

Felillszo Uledek-2,2 M Szahars
1ezerg l 80¢ezer g 7oro
0. p E.W: Tisztitott mag
Uledek | Mitokondrium
Feliliszo

105 ezer g 90 perc

iede

Feliliszo
ONS = Difenilamin ~ (Burton 1956)
RNS = Orcin (Brown 1948)
Feherje = Folin reagens (Lowry és misai)
p-lipid = Eter-alkoholos extraktum

P tartalma (Fiske-Subarrow)

1. dbra. A szivetek frakciondlisdnak és a makromolekulik meghatdrozdsinak vizlatos menete.
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A szovethomogenatumbél és a differencial centrifugalassal nyert 4
frakciobél az alacsony molekulasilyd komponenseket 4 °C-on 0,5 N perklér-
savval mosva tavolitottuk el. ‘A zsiroldékony anyagokat éter-alkohol 1 :3
aranyu keverékével 2 X 10 percig szobahdn kezelve a mintainkat, nyertiik ki.
A visszamaradt iiledékb6l a nukleinsavakat 0,5 N perklérsavval 2 x 20
percen at hidrolizdlva vontuk ki. A fennmaradé csapadékot, mely a fehérjéket
tartalmazta, 0,1 N NaOH-ban oldottuk fel. A 70 °C-on tértént perklérsavas
hidrolizis soran nyert extraktumbél a DNS-t difenilamin (Burton 1956), az
RNS-t orcin (Brown 1946) reagenssel hataroztuk meg. A fehérje tartalom
meghatarozasahoz Folin reagenst (Lowry 1951) hasznaltunk. Az éter-alkoho-
los extraktumbdél a foszfolipid tartalmat kénsavas roncsolas utan az anorga-
nikus foszfor tartalom alapjan Fiske és Subbarow (1925) médszere szerint
hataroztuk meg. Eredményeinket 1 sejtre szimitva pikogrammban tiintetjiik

fel (10-12 g).
Eredmények

Vizsgalataink soran a csirke hepatomaban 2-szer magasabb DNS tar-
talmat talaltunk, mint a majban. A tumor fehérjetartalma ugyanakkor csak
629%;-a az egészséges majszovetének. A foszfolipid tartalom csékkenése még a
fehérjénél is kifejezettebb (1. tablazat).

I. tablazat

A csirkemaj és hepatoma DNS, RNS, fehérje és foszfolipid tartalma.

ok Y
DNS 2,574-0,38 5,0140,19 194
RNS 11,42+2,19 8,44 41,30 73,9
Fehérje 154,94+11,80 95,60-+17,60 61,7
Foszfolipid 4,604-0,13 1,90+ 0,27 41,3

Az eredmények 1 sejtre szdmitva pikogrammban lettek feltiintetve.
A tumorban mért valtozdsok szignifikansak, p < 0,001

A tumor és majmintikbol nyert izolalt és tisztitott sejtmagok makro-
molekula tartalma szintén eltér egymastél (2. tablazat). A hepatoma sejtek
magjaban nemcsak a DNS, hanem az RNS és fehérje tartalom is lényegesen
magasabb, mint a majban. A makromolekulik mennyiségének valtozasa egy-
massal parhuzamos, igy egymashoz viszonyitott arinyuk lényegesen nem
valtozik. A magban észlelt valtozassal szemben a tumor mitokondrium
(15000 x g iiledék) frakciéjanak RNS, fehérje és foszfolipid tartalma jélents-
sen csokkent (3. tablazat). Az RNS tartalom csaknem 3-szor, a fehérje tar-
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II. tablazat

A csirkemdj és hepatoma magjinak DINS, RNS és fehérje tartalma

Csirkemaj Hepatoma lﬁmttl:gl‘lo :n::;ti}:f]im;
DNS 2,3340,28 4,65+0,16 200
RMS 0,5740,19 1,184-0,09 204
Fehérje 8,164-0,65 13,88+0,83 L lrfi |

Az eredmények 1 sejtre szamitva pikogrammban lettek feltiintetve.
A tumorban mért véltozdsok szignifikdnsak, p < 0,001

III. tablazat

A csirkemdj és hepatoma mitokondrium (15 000xg-vel iileped§) frakciéjanak RIS, fehérje és
foszfolipid tartalma

Csirkemsj i o ok oy
RNS 0,9740,12 0,33+0,06 ‘ 33,8
Fehérje 45,82+44,76 20,974+6,01 45,7
Foszfolipid 1,37+0,12 0,28+0,005 20,4

Az eredmények 1 sejtre szdmitva pikogrammban lettek feltiintetve
A tumorban mért valtozdsok szignifikdnsak, p < 0,001

talom pedig hozzavetSlegesen 2-szer t6bb a maj hasonlé frakciéjaban. A hepa-
tomaban észlelt csokkenést nem lehet egyszerfien a mitokondriumok szdmanak
megfogyatkozasidval magyarazni, mivel a makromolekuldk egymashoz viszo-
nyitott aranya is megvaltozott.

A hepatoma mikroszéma frakciéjanak (105 000 X g iiledék) fehérje
tartalma 189,-kal kisebb a majénal, hasonlé mérvii az RNS és foszfolipid
tartalom csokkenése is. A maj és a tumor mikroszéma frakciéjdban a szamitott

fehérje-RNS arany hasonlé (4. tablazat).

IV. tablazat

A csirkemdj és hepatoma mikroszoma (105 000xg-vel iilepedd) frakciéjanak RNS, fehérje és
foszfolipid tartalma

Csirkeméj Hepatoma bl 'm;f;tﬁ/l:ffmz
RNS 4,364+0,21 3,57+0,71 81,8 a
Fehérje 17,4042,30 15,95+ 3,41 91,6 b
Foszfolipid 1,29+0,07 1,044-0,15 ‘ 80,6 a

Az eredmények 1 sejtre szdmitva pikogrammban lettek feltiintetve
a: p < 0,05
b: nem szignifikdns
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A hepatoma hialoplazma frakciéjaban (5. tablazat) az RNS és fehérje
mennyiségi kifejezetten csokkent. A maj hialoplazmaban szamitott 15,7 fe-
hérje-RNS ardny az alacsony fehérjetartalom miatt 12,6-re csokken a hepatoma
ezen frakciéjaban.

V. tablazat

A csirkemdj és hepatoma hialoplazma (105 000xg szupernatins) frakciéjanak RNS, fehérje és
foszfolipid tartalma

‘ Csirkeméj Hepatoma ﬁmtt‘::;lm;i:?ﬁzflim:
RNS 5,14+0,28 3,34+0,83 64,9 a
Fehérje 81,23 48,92 42,484-3,70 52,3 a
Foszfolipid ‘ 1,504+0,76 0,8140,08 53,8 b

Az eredmények 1 sejtre szamitva pikogrammban lettek feltiintetve.

a: p< 0,05
b: nem szignifikans

Az RNS és fehérje megoszlasat a sejtmag és a citoplazma kozott a 6.
tablazat mutatja. Lathat6, hogy mig az egészséges csirke majaban 18-szor
tobb RNS és fehérje van a citoplazmaban mint a magban, ez az arany a hepa-
tomaban 6,2-re csdkken. A viltozasért az RNS esetében elsésorban a mag
megnivekedett RNS tartalma, a fehérje esetében a mag fehérjetartalmanak
novekedése és a citoplazma fehérje tartalmanak csokkenése egyarant felelds.

VI. tablazat

A fehérje és RNS megoszlisa a mag és citoplazma kézott csirkemdjban és hepatomaban

Fehérje RNS
pg/sejt % ardny pg/sejt % arany

Mag 8,16 5,26 1 0,577 5,22 1
Mij

Citoplazma 144,42 94,74 18 10,470 94,717 18,1

Mag 13,88 14,50 1 1,18 13,90 1
Hepatoma

Citoplazma 79,40 85,50 5,9 7,24 86,10 6,2

Megbeszélés

Az ismertetett vizsgéalatok célja egy djonnan kialakitott transzplantal-
haté tumor DNS, RNS, fehérje és foszforlipid tartalmanak meghatarozésa
volt. A munka jelentGségét az adja meg, hogy ismereteink szerint ez az egyetlen
transzplantalhaté hepatoma, melyet virussal létrehozott majrakbél alakitot-
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tak ki. Vizsgalataink soran a maj és az MC-29 virus altal indukalt méajtumorbél
kialakitott transzplantalhaté hepatoma kozott szamos kiilsnbséget figyel-
hettiink meg. :

A differencial centrifugaldssal nyert frakciok makromolekulainak mennyi-
ségét vizsgalva megallapithattuk, hogy a hepatoma megvaltozott dsszetételéért
részben a magi RINS, DNS és fehérje tartalom emelkedése, részben pedig a
citoplazma fehérjéinek megfogyatkozasa a felelGs.

A hepatoma koriilbeliil 2-szeresre névekedett DNS tartalma 6sszhangban
all Weber (1961) adataival, aki Novikoff hepatomaban, és Molnar (1965)
adataival, aki majrakban hasonlé mérvi emelkedésrél szamolt be. Elektron-
mikroszképos vizsgélattal Lapis szintén a mag-plazma ardny mag javira
torténé eltolédasat figyelte meg (Lapis, 1976, megjelenés elgtt). Kézenfekvd,
hogy egy gyorsan név6 tumor sejtjeinek nagy része G, fazisban van. Igy
magyarazza Weber is a Novikoff hepatoma DNS tartalmanak emelkedését.
Elképzelhet§ azonban az is, hogy a sejtek egy része a kéros oszlasok kovet-
keztében oktaploid, vagy ennél is magasabb szami kromoszéma garnitdiraval
rendelkezik. A magi RNS és fehérje tartalom emelkedett voltat a fokozott
szintézis és a csokkent lebontas mellett a kivetkez6k magyarazhatjak.

Lehetséges, hogy a sejtmagban kéros RNS-ek szintézise folyik, melyek
a maghél kijutni mar nem képesek, valamint virus eredeti tumorrél 1évén
526, felmeriil a virus RNS termelésének lehet§sége is. A magi fehérje tarta-
lom emelkedését magyarazhatja egyszertien az a tény is, hogy a megnéveke-
dett nukeinsav tartalom kévetkeztében tobb, a nukleinsavak proteinburka-
ként szolgalé fehérjére van sziikség. A jelenség értékelése szempontjabol két-
ségteleniil figyelemre mélté az az irodalmi adat, mely felhivja a figyelmet,
hogy egyes kisérletes tumorokban az anyagcsere szisztematikusan a DNS és
RNS szintézis javara tolédik el, mig a lebontasukban szerepet jatszé enzimek
aktivitasa csokken (Weber 1974).

A sejtplazmaban észlelt valtozasért, mely legkifejezettebben a mito-
kondrium és a hialoplazma fehérjetartalmanak megfogyatkozasaban nyilva-
nult meg, szintén a csokkent szintézis, vagy a fokozott lebontas teheté fele-
16ssé. A mitokondrialis frakcié fehérje tartalménak valtozasa 6sszhangban
all Ohe és mtsai megfigyelésével, akik 1967-ben kiilonb6z6 novekedési rataja
hepatomak mitokondriuméanak tanulmanyozasa sordn ramutattak arra, hogy
a tumorok mitokondrialis fehérjéinek mennyisége annal jobban csékken, minél
gyorsabban n6vé tumorrél van szé. Adataik alapjan a patkdnymajmitokondriu-
manak fehérjetartalma 50 mg/g/ nedves sily volt, mely érték a gyorsan nové
hepatomak esetén akar 14—9 mg-ra is lecs6kkent. Ha sajat adatainkat 1 g
nedves stilyra szamitva tintetjiik fel, azt latjuk, hogy a csirke hepatomaban
mért mitokondrialis fehérje tartalom a majban mért 30 mg/g értékrdl 17,1
mg/g-ra csokkent. A csokkenés mértéke megfelel a kémiai karcinogénekkel el-
idézett gyorsan noév6 hepatomaknal leirtaknak. Lapis elektronmikroszképos
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vizsgalattal a mitokondriumok szdmanak csokkenését és szerkezeti karosoda-
sat figyelte meg (Lapis 1975, megjelenés el6tt). A fehérje szintetizalé rendszer
biokémiai szubsztratumanak megfelel6 mikroszéma frakcié fehérje, RNS és
foszfolipid tartalma a tumorban és a méajban hasonlé volt, szamottevé mennyi-
ségi kiilonbséget nem tudtunk kimutatni.

A mag fokozott és a citoplazma csékkent fehérje tartalma felveti a lehetd-
séget, hogy a tumor mikroszomalis rendszerének miikodése a magi fehérjék
szintézisének iranyaba tolédik el, a sejtplazma differencialt miikodéséhez
sziikséges fehérjék szintézise pedig visszaszorul. Ezt a feltevést tamasztjak
ald azok az adatok, melyek a Morris hepatomak ndvekedési iitemével par-
huzamosan fokoz6dé aminosav beépiilésrdl szdmolnak be. Ezzel ellentétben
pedig szamos, a maj differencialt mikodéséhez sziikséges enzim aktivitdsa
csokken (Lea és mtsai 1966, Morris 1965, Ohe és mtsai 1967, Weber 1968,
Weber 1974). Ezek az adatok sajat eredményeinkhez hasonléan a szabalyozé
rendszer zavarara utalnak és rdmutatnak arra a tényre, hogy a differencialt
miikodést végz6 citoplazma organellumok fehérje tartalméanak csokkenése
fokozott fehérje szintetizalé aktivitas mellett jon létre. A foszfolipid tarta-
lom csokkenését a tumor citoplazma organellumokban valé elszegényedése
magyarazhatja (Lapis 1976).

Adataink arra utalnak, hogy a virus altal indukalt transzplantalhaté
hepatoma szamos, a kémiai karcinogénekkel elgidézett hepatomékéhoz hasonlo
sajatossaggal rendelkezik. A mag dominancidja, a csokkent citoplazmatikus
fehérje és foszfolipid tartalom tehat a daganatkeltd agenstdl fiiggetleniil meg-
figyelhetd, és a valtozas mértéke a vizsgalt paraméterek vonatkozasiaban gy
tlinik, valéban a névekedés sebességétél fiigg, mivel az altalunk vizsgalt igen
gyors noévekedésti hepatomaban mért véltozasok a gyorsan proliferalé Morris
hepatomakban, valamint a Novikoff hepatomaban észleltekhez hasonlithaték.

Osszefoglalds

Szerzénk egy olyan 1j transzplantalhaté hepatoma DNS, RNS, fehérje
és foszfolipid tartalmat vizsgaltak, melyet virussal indukalt majrakbél ala-
kitottak ki, és az els§ ismerten viruseredetd transzplantalhaté hepatoma.
A tumor és maj homogenizdtum, valamint a mag, mitokondrium, mikroszoma
és hialoplazma frakciok oOsszehasonlité vizsgalata alapjan megallapitottak,
hogy a hepatomasejtek magjanak DNS, RNS és fehérjetartalma jelent&sen
megndtt, mig a mitokondrium és hialoplazma RNS és fehérje tartalma le-
csokkent a maj azonos frakciéihoz viszonyitva. Ezek az adatok arra utalnak,
hogy a hepatomaban a makromolekulak megoszlasa a mag javara tolédik el.
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AZ MC-29 VIRUS ALTAL OKOZOTT MAJRAKBOL
KIALAKITOTT fl‘RANSZPLANTALHAT() HEPATOMA
BIOKEMIAI VIZSGALATA II.

OSSZEHASONLITO ENZIMINDUKCIOS VIZSGALATOK
A HEPATOMA ES MAJSZOVETBEN

KOVALSZKY ILONA, JENEY ANDRAS, ASBOT RICHARD és LAPIS KAROLY az
MTA levelez tagja

Kozlésre érkezett: 1976. II. 6.

A kémiai karcinogénekkel elSidézett transzplantalhaté hepatomak
morfolégiai, biolégiai és biokémiai tanulmanyozasa soran szamos szerzd
mutatott ra, hogy ezek a tumorok a névekedés iitemének fokozédasaval
parhuzamosan egyre tobb majra jellemz§ tulajdonsagot veszitenek el (Morris
1965, Miyaji és mtsai 1968, Shonk 1965, Weber és Lea 1967, Weber 1968,
Weber 1974). Fény deriilt arra is, hogy a biztosan malignus, de lassd novekedésii
és jol differencialt H 5123-as hepatoma biokémiai sajatossagai tekintetében
alig kiilsnbozik a majtél és nem rendelkezik a malignitas eddig elismert bio-
kémiai paramétereivel (Pitot 1963). A kiilonb6z8 novekedési sebességi hepa-
tomak tanulményozasinak eredményeképpen alakitotta ki Weber a mole-
kularis korrelaciés elméletét, mely szerint a daganatos sejtanyagcsere lényegét
az anabolikus és katabolikus folyamatok egyensilyanak progressziv fel-
borulasa jelenti. A hepatomakban a niévekedés iitemével aranyosan csokken
a szénhidratok szintézise, valamint a nukleinsavak és fehérjék lebontasa.
Ugyanekkor a szénhidratok lebontasa és a nukleinsavak szintézisének iiteme
novekszik (Weber és Lea 1967, Weber 1968). Weber az atoltas gyakorisagaval
jellemzett novekedési sebesség alapjan a patkany hepatomakat gyors, kizepes
és lassi novekedésd csoportokra osztotta fel. Az MC-29 virussal indukalt
hepatoma transzplantalhaté formaja biolégiai és morfolégiai sajatossagai
alapjan a leggyorsabban n6v6 majtumorok ko6zé tartozik (Lapis 1974). Vizs-
galataink meglepd mdédon mégis arra utaltak, hogy bar szamos szubcellularis
frakci6 fehérje tartalma csokkent a méajhoz viszonyitva, a fehérjeszintézisben
donté szerepet jatszé mikroszéma frakcié a hepatomaban aranylag jél meg-
6rzott volt. Kérdéses azonban, hogy mennyiben tekinthet$ az emlitett frakcié
— megdrzott fehérje tartalma alapjan — mindgségileg is valtozatlannak.

Ismeretes, hogy a maj szimos olyan enzimmel rendelkezik, mely mas
szervben nem, vagy csak igen alacsony aktivitassal mikédik. Ilyen enzimek
aktivitasanak vizsgalata a hepatomaban valaszt adhat arra a kérdésre, hogy
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ez az igen gyorsan proliferal6 tumor 8rzétt-e meg és ha igen, milyen mértékben,
majra jellemz§ tulajdonsidgokat. Lehetdvé valik ilyen médon bizonyos sejt-
frakciok mélyebb tanulmanyozasa is, ha olyan enzimeket valasztunk vizs-
géalataink targyaul, melyek aktivitdsa bizonyos scjtorganellumokhoz kétott.
A fenti meggondolasok alapjan a kovetkez8 harom kérdésre kerestiink valaszt:

1. Vannak-e a hepatomédban majspecifikus enzimek?

2. Amennyiben vannak, aktivitdsuk a majéhoz hasonlé-e?

3. Stimulusok hatdsara a tumorban levd enzimek a maj enzimeihez
hasonléan reagilnak-e?

Vizsgalataink targyaul 2 mikroszomalis enzimet, az aril hidrokarbon
hidroxilazt (AHH) és a gliikkéz-6-foszfatazt (G-6-Pase) valasztottuk. A két
enzim a majban taldlhaté meg legnagyobb mennyiségben, mikédésiik a maga-
san differencialt majszovetre jellemzd, aktivitasuk a tumorban, a daganat-
sejtek élete szempontjabol nem sziikséges, mikodésiitk az egész szervezet
szolgalataban all, mivel a G-6-Pase biztositja a glikéz kijutdasat a majsejtek-
bél, az AHH pedig a méregtelenitéshben jatszik fontos szerepet. Milikédésiiket
endogen (hormonok) és exogen (pl. gydgyszerek) anyagok egyarant befolya-
solni képesek. A két mikroszomalis enzim mellett figyelmiink a glitk6z-6-
foszfat dehidrogenaz enzim vizsgalatarais kiterjedt (G-6-P DH), mivel Weber
(1963) és Shonk (1965) kimutatta hogy ezen enzim aktivitasa az dsszes malig-
nus hepatomdban magasabb, mint a majban.

Vizsgalati rendszeriink a sejtanyagcserében centrélis szerepet jatszo
gliik6z-6-foszfat koré csoportosult. A G-6-P jelent8ségét az a tény emeli ki,
hogy az atalakulas soran képz6dd termékek a sejtanyagesere csaknem minden
1épésébe bekapcsolédhatnak. Szerepe van az energia glikogén forméjaban
torténd tarolasaban, a beléle felszabadulé gliikéz a szervezet energia pétlasara
szolgal, direkt oxidaciéja soran képz8d8 termékek a nukleinsav szintézisbe
kapcsolédnak be, ugyanitt képzddik a zsirsav szintézishez és a gydgyszer-
atalakit6 enzim miikodéséhez sziikséges NADPH, a glikolizisen 4t kapcsolédik
a terminalis oxidéaci6hoz, az aminosav és zsirsav szintézishez (1. dbra).

Annak eldéntése érdekében, hogy a tumorban kimutathaté majra jel-
lemz8 anyagcsere folyamatok kiilonb6z8 stimulusok hatasara a méjhoz ha-
sonléan valtoznak-e meg, részben exogen szer, részben pedig a szervezetben
fiziolégiasan is eléforduld, és a szénhidrat anyageserét befolyasolé két hormon
hatasat vizsgaltuk. A harom alkalmazott stimuldlészer kivalasztdsadhoz a
kévetkezé6 meggondolasok vezettek.

Ismeretes, hogy a gliik6z-6-Pase kulcsenzim szerepét tolti be a maj
glikoneogenetikus tevékenységében (Weber és Lea 1967, Weber 1968). A gli-
koneogenezis pedig, és ezzel egyiitt a G-6-Pase aktivitasa, szteroiddal fokoz-
haté. Ugyanezen enzim diabetesben fokozott aktivitasat Langdon és Weakly
(1955), valamint Ashmore és Weber (1959) adatai szerint az Insulin normali-
zalja. Ezen kiviil az Insulin hatasira a G-6-P direkt oxidaciéja és igy a zsir-
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savszintézishez, valamint az AHH miikodéséhez elengedhetetleniil sziikséges
NADPH képz6dés is fokozédik. E folyamat elsd 1épését az altalunk is vizsgalt
G-6-P DH katalizalja. Ismert tény, hogy a policiklikus szénhidrogének cso-
portjaba tartozé metilkolantrén a maj gyogyszeratalakité enzimaktivitasat
fokozni képes (Gelboin 1967). Masrészt e szer az egyik legismertebb kémiai
karcinogén, igy a hatasara létrejovd valtozasok egy virussal indukalt tumor-
ban, esetleg jabb ismeretek forrasat képezhetik.

likoge e me G e
Glikogen C Benzpyren *:
Plase H Gly.syn b |
G1P | OH- nood
wa| WABP ERR sy | OOREgRER |
) HK e L_‘______.___
Glukoz —= G6P —= 6P6L — Pentozok i
66 Pose, | GEPDH |
PHI |
F6P !
¢ ¥

_________ 1
|

Tejsav Citratkor

1. @bra. A kisérleti rendszerben vizsgalt enzimek szerepe a gliik6z-6-foszfat intermedier anyag-

cseréjében. Roviditések: P. lase: foszforilaz, Gly. sin.: glikogén szintetdz, PGM: foszfoglukomu-

taz, HK: hexokindz, G-6-Pase: gliik6z-6-foszfatdz, G-6-PDH: gliik6z-6-foszfit dehidrogenaz,

PHI: foszfohexoizomerdz, AHH: aril-hidrokarbon hidroxildz, G-1-P: gliik6z-1-foszfat, G-6-P:
gliik6z-6-foszfat, 6PGL: gliitkonsav-6-foszfat.

Anyag és maodszer

Vizsgalatainkat mindkét nembeli Hunnia hibrid csirkébe subcutan transz-
plantalt a 30—46. atoltasokbél szarmazé 10 napos tumoron végeztik. Ossze-
hasonlitasként 10 napos egészséges csirkék majat hasznaltuk. A szévetminta-
kat a dekapitalassal megolt allatokbél azonnal eltavolitottuk, és ha nem keriil-
tek azonnal felhasznéalasra, —25 °C-on taroltuk. A vizsgéalatainkhoz hasznalt
vegyszerek koziil a benzpirén Sigma, a metilkolantrén Fluka, a NADP, NADPH
és G-6-P Serva gyartmanyiu volt. A kristalyos Insulin és a Hydrocortison a
Ké&banyai Gyégyszerarugyar készitménye volt. Az AHH aktivitasait Nebert
és Gelboin (1968) mddszere szerint végeztiik a Diamond (1972) altal leirt
moédon. A reakciéelegyet 37 °C-on 30 percig inkubaltuk, majd a reakciét 1 ml
acetonnal allitottuk le. Az atalakulasi terméket elszor hexanba, majd 1 N
NaOH-ba raztuk at, a lighan 0ldédé 3-OH-Benzpirént Farrand spektrofluori-
meteren 400 mm gerjesztésnél az 520 mm-en mért fluorescentia intenzitasa-
val mértiik. Az értéket ismert mennyiségli OH-Benzpirént tartalmazé higitasi
sor fluorescentia gorbéjével hasonlitottuk ossze. A standard gorbe készitésé-
hez sziikséges 3-OH-Benzpirént Dr. Gelboin allitotta el8, és a Lyoni Rak-
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kutaté Centrum bocsatotta rendelkezésiinkre. Az enzimaktivitast egységekben
fejeztiik ki, 1 E = az az AHH aktivitas, mely az inkubéaciés id§ alatt 1 pM
3-OH-BP keletkezését katalizalja. A G-6-Pase aktivitast Harper (1962)
moédszere szerint mértiik. A reakciéelegy 0,1 ml 0,1 M-os (pH 6,5) citratpuffer-
ben homogenizalt szévetmintat és 0,1 ml 0,08 M-os gliik6z-6-P-t tartalmazott.
A mintakat 15 percig 37 °C-on inkubaltuk, majd a reakciét 2 ml 109,-os trkls-
ecetsavval allitottuk le. A képzddstt anorganikus foszfor mennyiségét Fiske
és Subarrow (1925) médszere szerint hataroztuk meg. Az enzimaktivitast 1 mg
fehérjét tartalmazé homogenat altal 1 6ra alatt felszabaditott anorganikus
foszfor mennyiségében fejeztiik ki.

A ¢liik6z-6-P-DH aktivitasidnak meghatarozasit Lohr és mtsa (1962)
médszere szerint végeztiik. A fotométer kiivettdba2,4 ml (pH 7,5) 0,05 M-os
trietanolamin-HCI puffert, 0,5 ml majhomogenizatumot, 0,05 ml 25 mg/ml
toménységli NADP-t, majd 5 perc milva 0,05 ml 0,04 M-os G-6-P-t tesziink.
A képz8d6 NADPH intenzitasat 340 nm-en mértiik. Az enzimaktivitast az 1
ora alatt képz8d6 NADPH mennyiségében fehérjére, vagy nedvessilyra vonat-
koztatva fejeztiik ki. Az enzimstimulaciés kisérleteinkben a metilkolantrént
egyszeri 25 mg/kg testsily dézis intraperitonealis befecskendezésével, az alla-
tok leblése elgtt 24 éraval adtuk. A hidrokortizon dézisa 250 mg/kg i.p. volt,
a szert 1, 7, 24 o6raval az 6lés elGtt adagoltuk. Az Insulint 200 E/kg testsily
dézisban szubkutan befecskendezéssel juttattuk az allatok szervezetébe.
Az allatokat a kezelést kovet8 1,3 és 7. 6raban oltik meg.

Eredmények

Vizsgalataink sordn el@szor a 3 enzim alapaktivitasat mértiik meg. Az I.
tablazaton lathaté, hogy a hepatomaban az AHH és gliik6z-6-Pase aktivitas
megtalalhaté. Ez az eredmény azért figyelemre mélt6, mert az altalunk vizsgalt
tumorral azonos novekedési sebességli Morris hepatomakban a két enzim ak-
tivitasa gyakorlatilag mar nem mérhet6 (Sugimura 1966, Weber 1968). A G-6-P
DH aktivitas hasonléan Weber (1963) és Shonk (1965) adataihoz, a tumorban
joval magasabb volt, mint a majban.

Osszefoglalva tehat az MC-29 virussal indukalt majtumorbél kialakitott
transzplantalhaté hepatoméaban két méjra jellemz§ enzim aktivitasat és egy,
a malignus hepatomakra jellemz8 enzim aktivitis emelkedést tudtunk meg-
figyelni.

Stimulalé szereink a harom enzim aktivitasat a kévetkezd médon be-
folyasoltak:

Metilkolantrén befecskendezése utan 24 éraval az AHH aktivitas az
egészséges majban jelentGsen fokozédott (2. tablazat). A hepatomaban a keze-
lést kiovetGen az eredetileg is nagyon alacsony aktivitds csaknem nullara csok-
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1. tablazat

Az aril-hidrokarbon-hidroxilaz, gliikéz-6-foszfatdz és gliikéz-6-foszfat dehidrogendz aktivitdsa a
csirkemdjban és az MC—29 virussal indukdlt hepatomdban

i Mérések Aktivita
Enzim szémea pikomél 3-t0v}llt-a§P/6ra
| | per mg fehérje r per 100 sejt
‘ | Mij Heptoma } %% | Maj ‘ Hepatoma ‘ L
AHH 10 30,0-+4,5° ‘ 4,4+2,3 l 14,6 4,64+0,7 0,424-0,22 1 9,0
nanomél Pj/éra
) ’ per mg fehérje | per 10° sejt
‘ ‘ Maj Hepatoma ‘ %% ’ Maj | Hepatoma | %a
G-6-Pase l 10 i 14004-182 ‘ 800496 ’ 57 ‘ 2174-28,2| 176,48+9,1 | 35,2°
|
nanomél NADPH/6ra
‘ ‘ per mg fehérje | per 10° sejt
| | Maj Hepatoma ’ %" ’ Maj | Hepatoma | %2
G-6-P- DH ’ 6 21,3+3,0 | 121,848,6 576° | 3,240,46 11,54-0,82 359°

a: a tumorban mért aktivitds a m4j aktivitdsdnak 9%,-ban kifejezve.

b: 4+ SE

c: a kiilonbség statisztikailag szignifikdns, p < 0,005

AHH: aril hidrokarbon hidroxildz 3-OH-BP —: 3-OH-Benzipirén
G-6-Pase: gliik6z-6-foszfatdz P;: anoganikus foszfor

G-6-P DH: gliik6z-6-foszfit dehidrogendz

II. tablazat

A metilkolantrén hatisa a mdj és a hepatoma aril-hidrokarbon-hidroxilaz és gliikéz-6-foszfataz

aktivitasara
} Kezelés AHH } G-6-Pase
Maj — 100 100[:
Maj MC 5287 90
Hepatoma - 100 100
Hepatoma MC 1¢ 112°

a: statisztikailag szignifikdns: p < 0,05
b: statisztikailag nem szignifikdns

MC = metilkolantrén Dézis: 25 mg/testsily kg 24 érdn 4t
Eredmények a kezeletlen kontroll 9% -dban feltiintetve.
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kent. A gliikk6z-6-foszfatdz aktivitasdt a metilkolantrén érdemlegesen nem
befolyasolta.

A szteroid hormonok koziil stimulalé szerként kivalasztott hidrokortizon
hatasat a 2. abran tiintettiik fel. A majban a kezdeti enyhe aktivitas csokke-
nést kovetben az AHH aktivitdsa nagymértékben fokozédik, hasonlé médon
emelkedik a G-6-Pase aktivitas is. A szteroid hatdsdra a tumorban sem az
AHH, sem a G-6-Pase aktivitasa nem véaltozik.

200 E/kg testsiily Insulin subcutan befecskendezése utan jellemzd valto-
zas az AHH és a G-6-P DH aktivitasaban volt észlelhets. A méajban az AHH
és a G-6-P DH aktivitdsa a szer adasat kovet8 3. orara jelent8sen fokozédik,

o AHH 5 G-6- Pase
o /o
300 - 300
250 | L 250
8 200
= 200 - /
= 48P % - 150
100} S 1 Lo ?/ /
50 + - 50 +
T ¢ v T i T T T T i
a 1 7 24 g 1 7 2% ora

2. gbra. 250 mg/kg teststly hidrokortizon hatdsa a m4j és a hepatoma AHH, illetve glitkéz-
6-foszfatéz aktivitdsdra. — mdj, o—o hepatoma. Az eredményeket az alapaktivitds 9,-dban
kifejezve tiintettiik fel. Az egyes pontok 5—5 parhuzamos vizsgidlatnak felelnek meg.

AHH G-6-P DH
% %
500 | 150 \+
250 |
200 | -100

150 |-

14\ N\

\6——/‘?

T Y u

9. 3 6 & a & ora

Aktivitds

T T T

3. dbra. 200 E/kg teststly Insulin hatdsa a maj és a hepatoma AHH, illetve gliikéz-6-foszfat
dehidrogendz aktivitdsidra. — m4dj, o—o hepatoma. Az eredményeket az alapaktivitds %,-
4dban kifejezve tiintettiik fel. Az egyes pontok 5—5 pdrhuzamos vizsgilatnak felelnek meg.
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majd a tovabbiakban az AHH aktivitasa rohamosan zuhan, a G-6-P DH lassan,
de a 6. 6rara szintén csokken és kozeledik eredeti értékéhez (3. abra). A tumor-
ban az Insulin hatasara az AHH aktivitas csaknem teljesen eltlinik. A kisérlet
sordn gyorsteszt segitségével tdjékozédtunk az allatok vércukor értékérdl,
mely szintén a 3. éraban bizonyult a legalacsonyabbnak.

Megbeszélés

Vizsgalataink soran valaszt szerettiink volna kapni arra a kérdésre, hogy
egy virus altal elGidézett majtumorbdl kialakitott transzplantalhaté hepatoma
rendelkezik-e a sejtanyagcsere olyan lépéseivel, melyek a majra jellemzgek, és
ha igen, ezek a folyamatok befolyasolhaték-e kiilonb6z6 szabalyozé tényezdk-
kel. A harom enzim aktivitasat vizsgalva megallapithattuk, hogy hasonléan
a kémiai karcinogénekkel indukalt transzplantilhaté hepatomakhoz, az
‘MC-28 virus altal indukalt hepatoma transzplantalhaté formajaban is jelen-
tésen csokkent a két mikroszomalis enzim és nétt a G-6-P DH aktivitasa.
Emlitésre mélténak tartjuk azonban, hogy a vizsgalt tumor névekedési iite-
mét figyelembe véve a mikroszomailis enzimek csékkenésének mértéke kisebb,
mint a kémiai karcinogénekkel indukalt tumorokban, mivel hasonlé gyors
novekedésti Morris hepatoma a két enzimet méar nem tartalmazza (Sugimura
1966, Weber és Lea 1967, Weber 1968). A majspecifikus enzimeken kiviil ki
tudtuk mutatni a malignus hepatomékra jellemz5 emelkedett G-6-P DH
aktivitast is (Morris 1965, Weber 1963, Shonk 1965). A G-6-Pase és az AHH
viszonylag j6l megfrzott volta vetette fel a kérdést, vajon stimulusok hatasara
ezen enzimek mikédése a majban és a tumorban hasonlé médon valtozik-e
meg. A metilkolantrénnel és a két endogén hormonnal, végzett stimulalas
hatésara vizsgalt enzimek aktivitdsa a majban fokozédott. A hepatoméaban
aktivitas fokozédasat egyik szer sem volt képes kivaltani, st metilkolantrén
és hidrokortizon hatasira az AHH, Insulin hataséra pedig az AHH és a G-6-P
DH enzim aktivitasa csokkent. ‘ )

Az AHH és a G-6-Pase aktivitas jelenléte az altalunk vizsgalt tumorban
arra utal, hogy a maj differencialt funkcidiért felelds genetikai informaciok
megtalalhat6k és — legalabbis bizonyos mértékben — képesek a tumorsejtek-
ben is érvényesiilni. Klinikai megfigyelések is arra utalnak, hogy szamos diffe-
rencialt tevékenység fokozédhat, vagy akar megjelenthet bizonyos daganatok-
ban (Weber 1974). Ez szintén arra utal, hogy a dedifferencialédas biokémiai
értelemben nem sziikséges velejaréja a malignitasnak. Vizsgalataink, melyek
ramutattak, hogy a tumorsejtek elvesztik érzékenységiiket specifikus stimulélé
szereik irdnt inkabb a sejtregulacié karosodéasanak alapvetd szerepére utalnak.
Pitot és Cho (1965) szdmos vizsgalat eredményeképpen szintén azt a kovet-
keztetést vontak le, hogy a tumorok enzim stimulalé hatasokra sokkal kevésbé
reagilnak, mint a normalis, egészséges sejtek.
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Vizsgalataink bizonyitékot szolgaltattak arra, hogy a Weber (1974)
altal kémiai karcinogénekkel el§idézett hepatomakban megfigyelt gén ex-
presszié ujra programozédas a virus karcinogenezis soran is kialakul.

Osszefoglalds

Szerz8k majspecifikus enzimek viselkedését vizsgaltdk egy virussal ki-
alakitott majtumor transzplantidlhaté formajaban.

Megallapitottak, hogy a tumorban a maj aril hidrokarbon hidroxilaz
aktivitasanak kb. 109,-a, a gliik6z-6-foszfataz aktivitdsanak mintegy 1/3-a
mérhetd. Kimutattdk a malignus hepatomakra jellemz§ emelkedett gliik6z-6-
foszfat dehidrogenaz aktivitast is. A majspecifikus enzimek aktivitdsianak
relative magas volta ellenére a hepatomaban stimulalé szerekkel aktivitas
fokozédasat nem lehetett kivéltani.

Szerzd8k véleménye szerint ezek az adatok arra utalnak, hogy a malig-
nizicié soran a genetikai informaciék megnyilvanuldsat szabalyozé tényezdk
karosodasa fontos szerepet jatszik.
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AZ IMMUNVALASZ KOROKOZO KOVETKEZMENYEI*

KESZTYUS LORAND akadémikus

Kozlésre érkezett: 1976. VII. 6.

»

5 évvel ezelgtt prébaltak meg felmérni a vilagon megjelend orvosi szak-
lapok szamat. A Pharmazeutische Zeitung AD 1/74/2 jelzésti szerkészt6ségi koz-
leményének (1974) nem teljesen megbizhaté becslése mintegy 10 000—20 000
orvosi folyéirattal szamolt, melyek évente 1 500 000 dolgozatot tettek kozzé.
Martin (1967) valamivel régebbi osszeallitasa gy véli, hogy 10 év alatt
— 1950—1960 kozott — az orvosi és biologiai nyomdatermékek oldalszama
valamivel meghaladja az iddszamitasunk kezdete 6ta 1950-ig megjelent osszes
ilyen targyu kiadvanyokét. A biolégiai és az orvostudomanyi ismeretanyag e
hallatlan béviilésében és fejlddésében a II. vilaghaborit kovetd periodusban
az élenjardok kozé keriilt az elméleti és klinikai immunolégia, melynek rend-
kiviili mennyiségben felgytilt 4j szempontjai és megallapitasai elvalaszthatat-
lanul 8sszefonédnak a molekularis biolégia, a biokémia, a genetika, a pathologia
és a pharmacologia kiilonb6z8 korszeri alapkérdéseivel. Az orvostudoméany
osszes hagyomanyos szakteriileteit penetraljak a fejlédésbe lendiilt immunolé-
gia 1j felismerései, s mindezeknek tagadhatatlan jelentdségitk van a korszeri
biolégiaban is. Tikrozik a fentiek realitaisat Humphrey és mtsa (1970), ill.
Waksman (1971) becsléséi, melyek szerint a biolégia, valamint az elméleti és
klinikai orvostudomany teriiletérdl publikdlt nyomdatermékek 10—209;-a
— tehat évente mintegy 100 000—300 000 kézlemény — immunolégiai targy,
vagy immunolégiai médszereket alkalmaz.

Szaktudomanya fejlédésének 6riil ugyan az immunolégus, de ugyanakkor
nyomaszténak érzi, hogy az informacié-lavina eltemeti, képtelen elkiiloniteni
a valéban 1j felismeréseket a régiek reprodukalasatél, az alapvetSen értékeset
a felesleges haszontalantél. Ez a szelektalas a jov6ben egyre nehezebb lesz,
mert egyfeldl az elméleti felfedezések gyakorlati alkalmazasa elrelathatéan
tovabb béviti és finomitja az ismereteket, ezért az immunolégia fejlédése
még a gorbe felszallé szaran tart csupén, a platét nem érte el; masfelsl a
publikaciés kereslet meghaladta a ,kritikus tomeget”, igy a legrangosabb

* El6adés. Elhangzott a Magyar Tudomdnyos Akadémia 1976. mdjus 4-i iilésén.
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immunolégiai folyéiratok kozlési politikaja financialis korlatozasokat ve-
zetett be.

ANNOUNCEMENTS

1. Page Charges and Financial Responsibility. Beginning with the first issue of the
Journal of Immunology in 1976, there will be a charge of $30.00 per page for all regular
articles and all Communications. There will be no free page allowance. Manuscripts ac-
cepted several months before, in 1975, that will appear in 1976 will be subject to the
page charge. At the time of acceptance of a manuscript, the author(s) or the financial
officer of their institution will commit themselves to pay this charge. No exceptions
can be made.

1. débra

Mint az 1. abra mutatja, a Journal of Immunology 1976 januérjatol
kezdve a kézlemények szerzéivel oldalanként 30 $-t fizettet — kivétel nincs;
ez az anyagi census csdkkentheti ugyan az informécié-aradatot, de veszélyei
is kézenfekvGek: pl. érthetetlenre rovidiilt kozleményekkel, az etikailag eddig
is kifogasolt hivatkozasok tovdbbromlasaval, a dollarfedezet hiAnyaban nem
kozolt értékes eredményekkel sth. kell szamolnunk a jévében.

E helyzet megértéséhez tudnunk kell, hogy az immunolégia tudoményos
kutatdsa késén, a XIX. szdzad masodik felében indult meg. Ezt megel6zden
csak sporadikus megfigyelésekkel — hogy ti. némely fert6z6 betegség at-
vészelése védettséget ad — és egy-egy empirikus — bar gyakorlatilag nagy-
jelentGségli — probalkozassal talalkozunk (pl. oltasok kidolgozasaval és be-
vezetésével a himl8, a veszettség, a lépfene ellen). Ezek kiovetkeztében és a
késébbi eredmények alapjan hosszi idén keresztiill mindenki altalanosan el-
fogadta, hogy a magasabb rendd allati él8lények: a gerincesek fajlagos immun-
folyamatai a kérokozé mikroorganizmusokat a szervezetb6l kikiiszébosls, a
kiilonleges él8 korokozokkal és azok termékeivel szemben megnyilvanuld,
célszerd biolégiai alkalmazkodast képviselik. Ebbgl kovetkezett, hogy az
immunolégia a mikrobiolégiai és epidemiolégiai kutatasokkal szorosan ossze-
kapesolédott, e diszeiplinak segédtudoméanyaként eredményeit a fejlett orszagok
egészségiigyi gyakorlata a fert6z8, jarvanyos allati és emberi betegségek
megelGzésére és visszaszoritasira alkalmazta. Nem is eredményteleniil, mert
a véddoltasok bevezetése utan az ilyen koérfolyamatok zome szérvanybeteg-
séggé valtozott; tomeges pusztité jarvanyok nem fordultak el§, vagy joval
enyhébb kovetkezményekkel jelentkeztek. Nem vitathaté, hogy az immunols-
gia e kezdeti értelmezése és felismerései a civilizalt emberi tarsadalomban oly
nagy szerepet jatszé szazezres—milliés metropolisok létesiilésében és fenn-
maradasaban, azaz az urbaniziciés tendencidban lényeges, s6t dontd jelentd-
ségliek voltak, bar az immunolégia és a tarsadalomtudomanyok ennek kritikai
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elemzésével és megbizhaté értékelésével egyelére még adésak. Hazankban az
elmiilt évtizedben a jarvanyos gyermekbénulas és a kanyaré ellen szervezett
kotelez6 oltasok képviselik e régebbi, de ma is fontos immunolégiai iranyzatot.

Az immunfolyamatok most vazolt értelmezése azonban csak szélsd
hatareset, mar szazadunk elején kideriilt, hogy a gerinces allatokban és az
emberben nemcsak a koérokozé mikroorganizmusok és termékeik, hanem a
szervezetet kozvetleniil nem karosité6 — latszélag hatastalan, semleges, indiffe-
rensnek tiné —, de nem-sajat (idegen) makromolekuldk is immunvalaszt
indukéalnak; a kisérletes anaphylaxia és az emberi tilérzékenységek, allergids
betegségek pathogenesisében fajlagos immunfolyamatok szerepelnek. A teleo-
logikus orvosi gondolkodasméd eleinte képtelen volt elfogadni, hogy az immun-
valasz egyszer kedvez8 hatasi védettséget eredményez a kérokozéval szem-
ben, maskor viszont silyos tilérzékenységi tiineteket, sét halalt is okozhat
artalmatlannak latszé ételek, italok és mas, a kornyezetbdl a szervezetbe
keriil§ anyagok alkotérészeivel kapcsolatban; raadasul a kedvezd védettség
és az allergias kortiinetek egymas mellett ugyanabban az egyedben péarhuza-
mosan is jelentkezhetnek. Evtizedeken at medd§ eréfeszitések folytak kiemel-
kedd tekintélyli kutatécsoportok részérél annak érdekében, hogy elvileg
elkiilonithessék a védettséget eredményezé immunvalaszt a tilérzékenységet
okozé allergias folyamatoktol.

E prébalkozasok soran azonban egyre tobb betegség elemzése azt bizo-
nyitotta, hogy nemecsak idegen sejtek és makromolekularis komponenseik
inditanak el fajlagos immunfolyamatokat, hanem bizonyos kériilmények
kozott a szervezet sajat sejtjei és makromolekulai is idegenként viselkednek,
»elidegenednek” és immunvalaszt indukalhatnak, ami sejt- és szévetpusztulast
okozhat. Ezekkel az tin. autoimmun betegségekkel kapcsolatban az immunolégia
vetette fel el§szor az onfelismerés kérdését: a sajat és a nem-sajat makromole-
kulak, ill. sejtjeik eldifferencialisanak alapvet§ biolégiai fontossagat. Az
immunvalasz leglényegesebb komponenseinek: az immunocytaknak és ter-
mékeiknek, az immunglobulinoknak a képzddését kutatva — az immunolégia
a lymphocytik keletkezésének és fejlddésének, valamint a proteinek szinté-
zisének, sorsanak toérvényszerdségeivel kapcsolatban olyan elvileg 1j meg-
allapitasokra jutott, amelyek a sejtanyagecsere, a reproduktiv mechanizmusok
szerkezeti és funkcionalis részleteiben nélkiilozhetetlenek; ezek révén az immu-
nolégia a biolégiai kutatasok centrumaba keriilt.

Igy ij szemlélet alakult ki nemesak az immunolégia, hanem az elméleti
és gyakorlati orvostudomanyi dgazatok és a biolégia szamara is, e szerint az
evolicié soran kialakult immunfolyamatok a magasabb rendd gerincesek
sejtjeinek, szoveteinek kémiai identitasat, allandésagat biztositjak; meg-
akadalyozzak, ill. csokkentik a sejtek énreproduktiv kédrendszerének makro-
molekulak altal eldidézett vagy az életfolyamatok soran kiilsé és bels§ okokbél
keletkez§ variaciéit, mutaciojat. Mas szavakkal: az immunfolyamatok védik
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a phylo- és ontogenetikus varidcios lehetoségek koziil kiszelektalodott faji, nemi és
egyedi kodrendszert.

A kédvédelmet biztosité immunitas szempontjahél teljesen érdektelen:
vajon a szervezetbe keriilt vagy ott képzddott nem-sajatnak, idegennek fel-
ismert sejt vagy makromolekula énmagaban kérokozé-e vagy nem, a kéd-
védelmet az immunrendszer még azon az aron is biztositja, ha a valasz miatt a
szervezet karosodik, ill. esetleg el is pusztul.

Ez a felismerés elvileg 1ij és a réginél jéval bonyolultabb feladatok meg-
oldasat allitotta az immunolégiai kutatasok gyujtépontjaba. Landsteiner
ugyan mar 1930-ban megjosolta, hogy ,,az 1j kutatasi irany mindjobban el
fogja tériteni az immunolégiat eredeti céljatol — ti. a fert6z6 betegségek
elleni védekezés mechanizmusanak tanulméanyozasatél, és az élettan, a bio-
kémia 6nalls fejezetévé fogja azt atformalni, mely azokkal a sajatosan faj-
lagos reactiokkal foglalkozik, melyek az életfolyamatok soran a legkiilonbo-
z6bb formaban nyilvanulnak meg”. De valészintileg Landsteiner és hivei sem
becsiilhették meg realisan 3—4 évtizeddel ezel§tt az immunolégiai kutatasok
rendkiviili fejlédését.

Ezt prébaljak érzékeltetni a kovetkezd tablazatok, melyek Waksman
(1971) joggal kritizalhaté és tobb szempontbél hianyos dsszeallitisa nyoman
,,rendszerezik’ az dj immunolégiai szemléletre alapulé legfontosabb kutatasi
iranyokat. Az I. tablazat az immunokémiai kutatasokat foglalja 6ssze.

A régebbi szemlélet alapjan is kutatott témakat a szokasos szedés mutat-
ja be, a vastagabb szedés jelzi az immunolégia 1ij értelmezése kovetkeztében
elindult irdnyokat. Ebbe a csoportba tartoznak az immunogenitas és antigeni-
tas elkiilonitése, a carrier és adjuvans hatas, a synthetikus antigenek, az
immunogenitas genetikai alapja, a histocompatibilis antigenek, autoantigenek,
tumorspecifikus antigenek. Az ellenanyagok, a complement és az antigen-
antitest reactiok korszerdl immunokémiai kutatasa majdnem teljes egészében
az 1j szemléleten alapul.

Az immunokémiiban a régi szemlélet alapjan is maradandé és tovabb
folytatasra alkalmas eredmények keletkeztek, de a cellularis immunitas kuta-
tasat zomében az 1j értelmezés inspiralta.

A TI. tablazatban ennek megfelelden alig latunk szokasos (normaél)
szedést, a jelenlegi irdnyoknak alig néhany éves miltjuk van.

A TII. tablazat mar tulajdonképpen a tagabb értelemben vett immuno-
pathologia részét képezi. Bemutatja, hogy a klasszikus védettséget is csak
humoralis szinten kutatta a régi immunolégia, az intracellularis fert6zések
ellen mikods cellularis immunitas és az immunhianyos allapotok korszerd
tanulmanyozasa mar az 4j immunoldgiai szemlélet eredménye.

A TV. tablazat foglalja 6ssze azokat a mechanizmusokat, melyek révén az
immunvalasz betegségeket okoz. A klinikai orvostudomany szempontjabél
az egészségiigy gyakorlatiban ma e kutatasoknak van kézvetlen jelentdsége.
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Immunogének
(Antigének)

Ellenanyagok

I. Tablazat
IMMUNOKEMIA

———>A molekula nagysdga és jellege—

————>Parazita és mikréba antigének

—>Szoveti antigének ‘

——>Egyszerti és complex antigének
a taplalékban, a levegdben, a
gybgy- és vegyszerek kozott
(természetesek és mesterségesek)

—— > Tg osztalyok

—>Determinans
Carrier funkciok
Adjuvans

—>Conjugalt
Synthetikus
Az immunogenitas genetikai
alapjai

} antigének

—>Vérsejtantigének (vércsoportok)

——> Histocompatibilis (transplantatiés)
antigének (osztalyozas, genetika,
tisztitas, szovetek tipizalasa)

————> Autoantigének

—>Tumorfajlagos neoantigének
(carcinogének altal indukaltak és
viruseredetiiek)

— T Protektiv | 4 keidik
—>Pathogén
—> Kimutatasaik (meghatérozasaik)

—— >Polypeptid-lancaik szerkezete

—>Paraproteinek (gammopathiak)

Variabilitasuk genetikai alapja

Complement

Antigén-ellen-

anyag reakciék

(fett szedés) = az immunolégia 10j értelmezése nyomdn elindult kutatdsi irdny

l—____>Componensei és inhibitorai
‘ A lancreakciék sorrendje

\_—>Bi016giai szerepe l

—>Meghatarozasuk

— A protektiv | mechanizmusok-
==—————>A 'kérckozd

ban

‘-—_>Osztélyoz:is =

— s> Kimutatas (meghatérozas)

’ Alakalmazas az immunvalasz
“morpholégiai kutatisiban

Biol6giai hatasok

THANINZANLIAQN OZOMN0OHOM ZSVIVANNKNI ZV
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Az immunvaélasz bi-

II. Tablazat

CELLULARIS IMMUNITAS

—>Ellenanyagok képz6dése

—>Immunmeméria

(. o 1

olégisja

Immunrendszer

—> Sejtkozvetitette valaszok
—————>Immunotolerancia

—>Competitiok

->Controll nizm

—>Blokadok
———————>Visszajelent$ szabalyozasok

——>Fizikai (pl. Rtg.)

—— > Immunosuppressiék

—>Gyo6gyszeres

>Biolégiai (thymektomia, nyirok-
drainage, ALG)

—>Thymus

—————>Centralis lymphoid szervek

Peripherias lymphoid szervek (nyi-

Immunocompetens
sejtek

Az immunvalasz bio-
kémiaja

rokesomok, 1ép stb.)

—>Fejlodéstan

————— > Funkecionalis anatémia

———>Térzs-sejtek

Lymphocytak osztilyozisa

—>Lymphocyta készlet, recirculatio,

élettartam
A T és B sejtek cooperatiéja az
immunvalaszban

Bursa Fabricii
—>Bursa-aequivalensek

I ————————>0ntogenesis
—>Phylogenesis

jellemzése, morpholé-
|—-‘———>T sejtek | gidja, receptoraik, sze-
———————>B sejtek [ repiik az immunvi-

laszban
[—————>Immunmem6ria
——————>Immunotolerancia

—>Ig képzé sejtek

—————>Sejtkozvetitette immunvalasz

B sejtek = humoralis
immunvalasz
T sejtek = cellularis immunva-

———— > Blastos transformatio

————>Ig biosynthesise
—————>Proliferacié ingerei

lasz, kései tipusu allergia

‘———*Hely és mechanizmus
—>Sekrécié6 médja

(fett szedés) = az immunolégia Gj értelmezése nyomén elindult kutatdsi irdny
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III. Tablazat

AKTIV ES PASSZIV IMMUNITAS

Humoralis Immunodeficientiak
(Ig osztalyok) kévetkezményei
Complement Phagocytak
szerepe
Phagocytosis Phagocytilt anyag Koérokozok elpusz-
mechanizmusa sorsa titasa

(fett szedés) = az immunolégia Gj értelmezése nyomén elindult kutatdsi irdny

Cellularis
(Immunocytak)

Lymphocytak,
makrophagok
szerepe az intra-
cellularis fertG-
zésekben

Immunitas Tolerancia

TAANIWZAILAAQN Q0ZOMOUOM ZSVIVANNNWWI ZV
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Mar szazadunk elején feltiing volt, mennyire révid idén beliil értékesitették
az elméleti immunolégia eredményeit a korhazi és jarvanyiigyi gyakorlatban.
Efontossag indokolja azt, hogy az V. tablazatban attekintést adunk az immuno-
pathologia legfontosabb médszereirdl.

Ttt a klinikai immunolégia teriilete rendkiviil nagy. A serumbetegségtdl
kezdve ide tartoznak a gydgyszerek, a vértransfusiok altal eldidézett reactiok,
a transplantatumok kilok&dése. Kéros immunvalasz szerepel az immunodefi-
cientidkban, myeloméakban, lymphomakban, leukaemiakban, Hodgkin-kérban,
sarcoidosishban. Allergia jelentkezik a fert6z6 agensek ellen streptococcusok
utan, tuberculosisban, lepraban, brucellosisban, a tiidé és mas szervek gombas
betegségeiben, féreg-infestatickban, virusfertgzésekben, syphilisben. Mar régen
ismertek az ,,atopias’ szénalaz és asthma, az izeltlabiak altal okozott aller-
gidk. A bér urticariai és angiooedemaja, a contact dermatitis, eczemak,
anaphylactoid purpurak, erythema nodosum, multiforme hatterében ugyanigy
immunvalasz all, mint a fény, a meleg és a traumak altal okozott egyes tiinetek
mogdtt. Az autoimmun betegségek kozé sorolhatjuk a systemas lupus erythe-
matodest, a periarteriitis nodosat, dermatomyositist, amyloidosist, immun-
haemolysiseket, thrombocytopeniakat, glomerulonephritist, myasthenia gra-
vist, a Grave- és a Hashimoto-betegséget, a hypoparathyreoidismusok, anae-
mia perniciosak jelent8s részét. Immunvalaszra utald jellegzetességeket ész-
lelhetiink egyes férfi és ndi medddségekben, diabetes mellitusban, a demyeli-
nisatiés folyamatokban, az uveitisekben, a maj kiilonb6z§ betegségeiben, a
fekélyes colitisben, a myocardium karosodasaiban stb.

Még hosszan lehetne folytatni ezt a felsorolast: mely betegségek patho-
mechanismusaban jatszik elsédleges (dominalé) vagy nagyobb, ill. kisebb
kovetkezményes (méasodlagos) szerepet a physiologias, esetleg a pathologias
fajlagos immunvalasz. Ehelyett egyszeriibb és célravezetébb, ha megforditva
arra utalunk, hogy csupén az akut halalos traumak és mérgezések pathogene-
sisébdl zarhatjuk ki teljes biztonsaggal az immunmechanismust.

Ez is vilagosan demonstralja: mennyire nem iires frazis, hogy az immuno-
légia 1j szempontjai penetraltak az orvostudomany minden agazatat. Ez egy-
felsl elényds, mert a klinikai medicina vagy az elméleti orvostudomany bar-
mely részteriiletén eredményeket produkalé kutaté bekapesolédhat a régebbi
témajaval a korszeri immunolégia miivelésébe, ha vallalja az 4j immunolégiai
szemlélet, az 1) eredmények megismerését és elsajatitasat, begyakorolja az
adekvat methodikat. Masfelgl azonban hatrany is, mert nehéz ma korszerd
medicinalis stidiumokat folytatni immunolégiai tudés nélkiil: a valéban
modern tanulmanyok ugyanis torvényszerden talalkoznak az immunvalasz
ilyen vagy olyan formajaval, kévetkezményeivel. Ezért mondhatjuk, hogy a
jelen orvostudomdnydban az egyik vezérfonal a korszerii immunologia.

Sziikséges ezt kiemelni, hangsilyozni, mert a korszerdi immunolégia
most vazolt fejlédése annyira gyorsan — néhany év alatt — kovetkezett be,
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IV. Tablazat

Humoralis
(Ig osztalyok)

1. Neutralizalas
2. Célsejtek
‘3. Anaphylaxia

IMMUNOPATHOLOGIA
Mechanizmusok
Cellularis Immunodeficientiak Lymphoproliferatick
(Immunocytak) ‘
1. Leukaemiak
1. Fertozéses allergiak Kisérletesek Természetesek 2. Myelomak (Gammo-
2. Transplantatiés pathiak)
immunitas 3. Egyebek
4. Immunocomplexek 3. Tumorimmunitas Pl. Thymektomia 1. T sejtek hianyai
4. Autoimmun betegségek 2. B sejtek hianyai
5. Contact allergiak 3. T és B sejtek
6. Granulomak Restitualas médjai hianyai

4. Vérképzé torzs-
sejtek fejlodési za-
varai

5. Complement-hia-
nyok

(fett szedés) — az immunolégia 10j értelmezése nyomén elindult kutatési irdny

I. Allatmodellek

1. Spontan betegségek
2. Anaphylaxia

V. Tablazat
AZ IMMUNOPATHOLOGIA MODSZEREI

IL. Kiilonleges allattorzsek III. In vitro el-
3 jarasok
B o 1. Genetikusan elienorzott bel- l
>Altaldnos tenyésztett allattorzsek 1. Szovettenyé-
>Izolalt szervek, szbve- 2. Csiramentes allattorzsek ook
tek

3. Kisérletes autoimmun felyamatok indu-

kalasa és kezeléseik

(fett szedés) = az immunolégia Wj értelmezése nyoman elindult kutatasi irdny

IV. A klinikai immuno-
logia megfigyelései

1. Tiinettan

2. Kezelési tapaszta-
latok
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hogy a felelGs szervek vilagszerte megkéstek, és igy az Egészségiigyi Vilag-
szervezet ajanlasainak kellett figyelmeztetniiik arra, hogy az egyetemi orvos-
képzésben sem nélkiilozheté az immunolégia egészének rendszeres oktatasa.
Jelenleg hazankban immunolégiat oktaté o©nallé intézet csak az Eotvos
Lorand Tudomanyegyetem TTK-in mikédik, kedvezd kilatasok korvonala-
z6dnak az Allatorvosi Egyetemen is, de az orvostudomanyi egyetemeken a
korélettan, a mikrobiolégia, a bel- és a bérklinikdk stb. miikodésével pétol-
gatjak az 6nall6 immunolégiai intézeteket. A sziikkségmegoldasbél szarmazé
hatranyok kézenfekviek: a hallgatdk csak részleteket kapnak az ismeretekbdl;
tanszéki iskolak nehezebben fejlédnek ki; ha mégis l1étrejon egy-egy, az monopol
helyzetbe keriil stb. Ebb6l a teendfkre vonatkozé kovetkeztetések konnyen
levonhaték.

II.

Az immunolégia vazolt targykérébél, széles spektrumabol az elméleti és
a klinikai orvostudomany miivelGje érdeklddésének és elGképzettségének meg-
felels kutatasokat valaszthat maganak a felszerelési lehetdségek korlatain
beliil. Ebb4l érthetd, hogy az elébbi altalanos vézlat utan a pathophysiologus
a fajlagos immunvalasz kérokozé hatasai kozil igyekszik néhinyat roviden
elemezni.

Az alapvet§ szemléleti valtozas itt az, hogy mind a humoralis, mind a
cellularis immunvalasz lehet pathogen, egyes konkrét betegségekben pedig
egymés mellett szerepelhetnek. A cellularis immunvalaszért a thymuseredetd
T sejtek a felelsek, a humoralis immunvalasz viszont a B lymphocytakbél
szarmazé plasmasejtek altal termelt Ig-okon alapul. A T és B sejtek legfonto-
sabb kiilonbségeit 6sszeallitasom (1975) alapjan a VI. tablidzat mutatja be.

VI. Tablazat
ELTERESEK A T ES A B LYMPHOCYTAK KOZOTT

T lymphocyta B lymphocyta
1. Nagyon radiosenzitiv 1. Kevéshé radiosensitiv
2. Thymektomia, ALG kezelés utdn szamuk 2. Thymektomia, ALG kezelés utan szamuk
csokken viltozatlan
3. Kis immunogén-adagra proliferal 3. Proliferalasdhoz 10-szer t6bb immunogén
4. A sejtmembranba épiilt receptorai isme- szitkséges
retlen Ig-k; carrierspecifikusak 4. A sejtmembrénon ismert Ig osztalyokba
5. 9-alloantigent tartalmaz tartozo receptorok mutathaték ki; hapten-
6. Hosszu élett specifikusak
7. Kései tilérzékenységet okoz 5. ¥-alloantigenje nincs
6. Rovid életii
7. Korai tdlérzékenységet okoz

A legrégebben ismert és kutatott immunopathogen mechanizmus: az
anaphylaxia. Lényege, hogy az immunogen (anaphylactogen) hatasara a B
sejtek plasmocytas atalakulassal — ehhez Rajka és mitsa (1974) irodalmi
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osszefoglalasa szerint sokszor a T sejtek segitsége is sziikséges — cytophil
Ig-okat termelnek, melyek hizésejtekhez és basophil granulocytakhoz (tovabba
vérlemezkékhez és eosinophilekhez) fixalédnak. Ez az 1dn. sensibilizalds.

Ezeknek a cytophil ellenanyagoknak a jellemz8 tulajdonsagait mutatja
be Stanworth (1973) nyoman a VII. tablazat.

VII. Tablazat
Anaphylaxidas Ig-k

1. A célsejtek (hizésejtek, basophilek stb.) receptoraihoz affinisek,
fixalédnak

2. A homolég fajlagos immunogénnel reagélnak

3. Ezaltal mediatorok felszabadulasat indukéljak

4. A helyi reakcié teriiletére egyéb sejteket (pl. eosinophileket)
akkumulélnak

Allatok vagy az ember aktiv sensibilizilasakor az immunogen indukilta
homocytotrop vagy anaphylaxiis ellenanyagok, a reaginok az IgE osztalyba
tartoznak. A human IgE formulaja ¢, x,, ill. e,4,; molekulasilya kb. 200 000,
amit a nehéz ¢-lanc feltlinGen nagy, 72 500-ra becsiilt molekulasilya magyaraz.

y,-glycoproteid 119, szénhydrat tartalommal. Féléletideje: 2,3 nap.
A savé magas IgE szintje (2000 ng, ill. 200 I.E/ml felett) valészin{isiti a betegség
allergias diagnézisat. Eredményes specifikus desensibilizalas esetén a serum-
ban az IgE szint a kezdeti érték felére csokken. Egérkisérletek szerint az IgE-t
mas B-lymphocytédk termelik, mint az IgG-t. Immunogen utan adott ALS
a reaginok képz8dését fokozza és prolongalja. Az IgE termelésének esetleges
(..feed back” ) visszajelent§ mechanizmusa eddig nem ismert, pedig a fajlagos
desensibilizalds misztikus empiriajat ilyen kutatasok tennék objektiv, raciona-
lis therapiava.

Homocytotrop reagin az IgE mellett Gergely és mitsa (1974) szerint az
IgG4 alosztaly. Tengerimalacban és egérben az IgG1l, patkanyban és nytlban
az IgGa is kotddik a target-sejtekhez, de az IgE-nél kevésbé stabilan.

Sensibilizalhatunk passive is heterocytotrop Ig-okkal. Igy Todorov és
mitsai (1968) szerint a human IgG, White és mitsai (1963) szerint a tengeri-
malac y,-globulinja az egér nyelvének hizésejtjeihez kotddik. A szarnyasok
IgG-je és IgM-je Allan és misa (1966) kisérleteiben sensibilizalta az Ehrlich-
ascites tumorsejteket és a HeLa sejteket. A nyil IgG is heterocytotrop tengeri-
malacok peritonealis makrophangjain Csaba és mtsai (1973), tovabba Kavai és
mitsai (1970), valamint Kesztylis és misai (1972) szerint. Mint lathaté, a
kiilonb6z8 gerincesek homo- és heterocytotrop Ig-jainak affinitdsa rendkiviil
variabilis.

A homo- és heterocytotrop Ig-ok Fc részeikkel kot8dnek a target-sejtek
receptoraihoz. A hémérséklet csokkentése, savanyitasa pH 4 ala a kotddést
csokkenti Ishizaka és mtsa (1974) szerint. A savanyitas nem karositja a recep-
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torok szerkezetét, novekvé pH mellett a dissocialt IgE ijra fixalédik a recep-
torokon. Ez nem covalens kotddésre utal. Egy human basophilen az Fe
receptorok szamat Ishizaka és mtsai (1973) 30 000—90 000-re teszik, igy sej-
tenként 10 000—40 000 IgE molekula fixalodhat. A homo- és heterocytotrop
Ig-ok biolégiailag teljesen inaktiv Fc fragmentumai is kotédnek a target-
sejtek Fc receptoraihoz, igy Csaba és mitsai-nak (1971a, 1973) vizsgalatai
szerint hatésos antianaphylacticumok, melyek megfelel§ mennyiségben
competitive meggatolhatjak a target-sejteken a reagin fixalodasat, azaz a
sensibilizalédast. A therapias alkalmazast egyelére nehezitik az Fe fragmentum
tarolasanak problémai, a mennyiségi aranyok, mert Csaba és misai (1976),
valamint Schirrmacher és mitsai (1975) kimutattak, hogy az Ig-ok Fec része
nemcsak a hizésejtekhez és a basophilekhez kot8dik, hanem a lympocytakhoz,
a polymorphonuclearis leukocytakhoz és a makrophagokhoz is.

A sensibilizalédas oénmagaban nem jar lathaté tinetekkel, feltling
kéros jelenségekkel. Ha azonban a target-sejtekhez fixalédott cytophil ellen-
anyag talalkozik homolog antigenjével, az antigen-antitest reactio mediatorokat
szabadit fel. Maga a liberalédas folyamata igen sokrétli komplex folyamat,
melyben a sejtmembran regulalé enzymjei mellett ion-effectusok, a cyclicus AMP
és GMP egyensilya stb.is részt vesznek. A mediator felszabadulas morpholé-
giajaban Kriiger és mtsa (1974) elektronmikroszképia segélyével is kimutatta
a sejtmembran karosodasat és az intracellularis granulumok kiiiriilését.

A részleteket mell§zve a VIII. tablazat mutatja, mennyire eltérfek az
anaphylaxidban felszabadulé mediatorok allatfajonként. A tablaztban a vas-

VIIIL. Tablazat

Shockmediatorok kiilonb6zé speciesekben
Histamin: tengerimalac, ember, majom, kutya, macska, nyul, egér, patkiny

Slow reacting substances
in anaphylaxis (SRS-A): ember, majom, tengerimalac, egér, patkiny

5-Hydroxytryptamin

(5-HT): kutya, nyual, ember, tengerimalac, patkany

Bradykinin: patkany, egér, kutya, béka, nydl, tengerimalac, majoin, egér
Prostaglandinok: ember, tengerimalac, béka

Acetylcholin: tengerimalac, ember

Eosinophil leukocyte che-
motactic factor of anaphy-

laxis (ECF-A): ember, tengerimalac

Platelet aggregation fac-

tor (PAF): nyul, ember, majom

Nagymolekulasilyi

shockmediatorok: lysosomalis enzymek, PMN kationos fehérjék, hyaluronsav, heparin,

anaphylatoxinok (C’3a és C’5b), chemotactikus és permeabilitasi
faktorok (f- és y-globulinok, Menkin-féle tényezdk)

(fett szedés) = dominalé mediator az adott fajokban
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tagabb szedés emeli ki, hogy egy adott mediator melyik speciesben tekinthet8
dominéansnak. Intézeti vizsgalataink (Csaba és misai 1963, 1968, 1971b,
1972a,b,c, 1974; Szilagyi és misai 1973) alapjan tgy véljiik, hogy a specie-
sek nagyon eltéré anaphylaxias symtomatolégiajaban ugyanolyan mértékben
tiikkrozgdnek a dominans mediatorok, mint a méar régebben ismert shock-
szervek, — szovetek kiilonbozdségei. A faji kiilonbségek mellett ugyancsak
sajat tapasztalataink alapjan hangsilyoznunk kell, hogy az anaphylaxias
shock egy és ugyanazon a vizsgélati objektumon is folyamat, igy a shock
kezdetén és végén — a szabalyozasok kivetkeztében eltérd mechanismusokat
észlelhetiink. Ezt mutatja be a 2. dbra a patkanyok anaphylaxias shockjaban
észlelt véralvadasi zavarok elemzésével kapcsolatban.
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Intézetiinkben Fésiis és misai (1974, 1975a,b, 1976) kimutattak, hogy
patkdnyokon a shock kezdetén a thrombocyta aggregatio a XII. factort
aktivalja, Hageman factor dependens instrinsic coagulatio indul meg. Késébb
azonban aktivalédik a plasminogen-plasmin és a kallikrein-bradykinin rend-
szer, a fibrinolysis significansan né, a neutralis proteasék olyan fibrinogen
degradatiés termékeket produkalnak, melyek a bélesatorna siilyos vérzéseit,
heamorrhagiajat hozzak létre. Az elmondottak alapjan az immunopathologia-
ban rendkiviil fontos, hogy a kutaté keriilje az elhamarkodott altalanositaso-
kat, gondoljon a mediatorok specieskiilonbségeire, a pathogen folyamat id6t6l
fiiggd, regulatickon alapulé valtozasaira.

Az emberi betegségek koziil e csoportba tartoznak az altalanos ana-
phylaxias shockok ismételt fajidegen savébefecskendezésekre, egyes antibio-
tikumokra (pl. penicillinre), az urticaridk, a szénalaz, az asthma és egyes tap-
szer-allergiak. -
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A humoralis immunvalasz altal okozott masik mechanizmusban, a
cytotoxikus reactioban, az immunogen vagy haptenje fixalédik a target-sejtek-
hez, esetleg maga a sejtalkatrész valik immunogénné, és a képzddott Ig-okkal
a sejt felilletén egyesiil. A kialakult antigen-antitest complex egyes esetekben
complementet kit meg, ami ismert médon a sejtet elpusztitja. Ebbe a csoportba
tartoznak a transfusiés reactiék, az autoimmun haemolysisek, gyégyszer
allergias purpurak stb.

Az antigen-antitest complex azonban complement fixalasa nélkiil is
karosithatja a sejteket. Kiilonésen az antigen-tilsilyban képz6ds, oldhaté,
kisméreti complexek veszélyesek, melyek a szévetrésekben lerakédhatnak,
majd a kiserekben vagy azok koriil képz6dott ilyen depozitumok kozvetleniil
karosithatjak a sejteket. Erdekes, hogy allatkisérletekben az in vitro képzett
és i.v. beadott complexek kevéshé hatasosak, mint az in vivo képzddstt
complexek. Ebben a kiilonbséghen a complexek 6sszetétele, nagysaga, a kiilon-
b6z8 tipusok eloszlasa szerepelhet. Az eredmények reprodukalhatésaga érde-
kében a korszerd kutatasok megkovetelik a kisérletekben alkalmazott in vitro
antigen-antitest complexek minél pontosabb jellemzését. A membran-karosodast
és a sejtpusztuldst proteasék, phospholipasék képzbdése és aktivalasa okoz-
hatja, a kétségtelen bizonyitast neheziti, hogy a mikropraecipitatumok a
sejtmag és a cytoplasma egyéb alkotérészeinek karosodasa nélkiil is sérthetik a
lysosomak membranjat, és olyan degradalé lysosomalis enzymeket szabadit-
hatnak fel, melyek nemcsak acut, hanem krénikusabb sejtpusztulasokra is
vezetnek, és hatasaikban egymast6l nem konnyen kiilonithetSk el. Ilyen
mechanizmus szerepel az in. Arthus tipusi reactiék csoportjahoz sorolt arthri-
tisekben, glomerulonephritisekben, rheumés lazban, periarteriitisekben stb.

II1.

Az Arthus-jelenség azonban complex, a folyamatban a T sejteken alapulé
cellularis immunvdlasz is szerepel, mely kései tipusi allergiat okoz. Mai ismere-
teink szerint a cellularis immunvalasz indukalasat elGsegiti, ha az immunogen
nem oldott fehérje, ill. hapten, hanem a sejthez fixalédott vagy a sejt in vivo
médosult alkotérésze, és a competens immunsejtekkel: a T lymphocytakkal a
nyirokrendszeren kiviil vagy a nyirokecsomék 1in. paracorticalis aredjaban
keriil contactusba. Genetikus thymushiany vagy neonatalis thymectomia
utan cellularis immunvalasz nincs. Az ilyen tilérzékenységet a savéval nem
lehet passive egészséges allatra transferalni, hanem csak az aktive immunizalt
szervezet lymphocytaival.

Cellularis immunvalasz indukaldsa utdn a human lymphocytakbél olyan
anyag extrahalhaté, mely az egészséges egyénben kései tipusi tilérzékenységet
idéz el6. Ez az 1n. transfer factor, melynek molekulasilya 10 000-nél kisebb,
dialyzalhaté, trypsin, ribo- és desoxyribonuclease resistens, fajspecifikus.
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Therapias alkalmazéasaval kapcsolatban az elsé megfigyelések mar megvannak,
de pontos értékeléséhez még tovabbi kisérletek sziikségesek.

A cellularis immunvélaszon alapulé kérfolyamatokra jellemz§ a helyi
sejt-infiltratio, néhany sensibilizalt immunocyta és az antigen talalkozasi
helyén nagyszdmid mononuclearis sejt halmozédik fel, melyek a csontvel§
haematogen monocyta készletébdl szarmaznak. A thymuseredetii fajlagos
immunocytak és a szoveti sejtekhez fixalodott antigen reactiGja ugyanis
olyan mediatorokat szabadit fel, melyek in vitro és in vivo a kezeletlen macro-
phagok tulajdonséagait jellegzetesen megvaltoztatjak. E tényezd (vagy ténye-
z6k) gatoljak a normalis makrophagok migratiéjat (‘migration inhibitory
factor = MIF), nem Ig, hanem g-globulin motilitisi, molekulasilyat 65 000-re
becsiilik. Egészséges allat bérén gyulladast valt ki, a vele inkubalt sejtek
szaporodasat a homolog antigen gétolja, ill. complement jelenlétében feloldja
(cytotoxicitds és cytolysis); a makrophagok chemotactikus aggregalédasat
idézi eld; a vele inkubalt normalis lymphocytik fajlagos antigen hozzaadasara
blastosan transformélédnak stb.

Végeredményben a legutébbi idSkben felismert cellularis immunvalaszon
alapul6é pathomechanismus lényege az, hogy a thymus dependens, immunolé-
giailag competens és fajlagos aktivitasi lymphocytak a homolog széveti
sejtekhez kotddott antigennel vagy haptennel egyesiilve olyan oldhaté té-
nyezdt vagy tényezéket szabaditanak fel, melyek a makrophagok kiilonbozd
tulajdonséagait befolyasoljak. A kisszami fajlagos lymphocyta és az antigen
contactusa tehat mediatorokat szabadit fel, melyek révén sok mononuclearis
sejt aktivalodik. Ehhez azonban idére van sziikség, emiatt lesz a tiilérzékenység
kései tipusi: a bérpréba 48 —72 6ra alatt éri el maximumat. Ugyanakkor a T
lymphocytak a sejtes infiltratio mellett cytotoxikusak a fajlagos antigent
tartalmazé sejtekre; complement részvétele nélkiil ezeket a target-sejteket
elpusztitjak, maguk életben maradnak, igy egyetlen aggressiv lymphocyta
tébb target-sejtet 6lhet meg. Az aggressiv lymphocytak cytotoxicitisanak
mechanismusat most kezdték meg elemezni. Cellularis immunvalaszon alapulé
pathomechanismus szerepel a contact dermatitisekben, a tuberculin-trychophy-
tin tipusid tilérzékenységekben, thyreoditisekben, parazitas infestatiékban
és a heterozygota homotransplantatumok lelokddésében.

A kutaténak és a klinikusnak végiil tudnia kell, hogy ez a révidre fogott
theoretikus immunopathologia sematikus és dogmatikus. Igen szigorud kisérleti
feltételek mellett lehet a fenti pathomechanizmusokat énalléan, tiszta alakban,
komplikaciémentesen tanulmanyozni. Kiilonésen emberi betegségekben a faj-
lagos immunvalasz bonyolultan, keverten, cellularis és humoralis tipusban
egymas mellett fordulhat el§. Keverednek az immunvalasz kévetkezményei is,
de a fenti elméleti megfontolasok alapjan a dominalé pathomechanismust
altalaban meg lehet és meg is kell allapitani; az adott beteg dgya mellett ez az
alapvet§ feltétel az eredményes, racionalis therapidhoz.
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AZ IMMUNOLOGIAI KUTATASOK MODSZERTANA ES
AZ IMMUNOLOGIA MINT KUTATO MODSZER*

PETRANYI GYULA, az MTA levelez5 tagja

Kozlésre érkezett: 1976. VI. 7.

Az immunolégiai kutatasok klinikai (in vive ) megfigyelésekkel indultak.
A Pirquet-féle bérpréba volt az els§ altalanosan elterjedt immunolégiai vizs-
galat (mely a pontosabb viéltozatiban mint Mantoux-préba maig is standard
médszer) és Gse az allergia (hypersensitivitas) ma is hasznalt kimutatasanak.
Az in vitro médszerek is ugyancsak a szazadunk elején vatak ismertekké az
antitestek kimutatasara (az antigen praecipitaciéja és agglutinaciéja), elsé-
sorban a fert6z8 betegségek elleni immunitas vizsgalatara a betegek, ill. védé-
oltasban részesiiltek sérumabél. Ezzel kialakult tudomanyként a serologia,
mely azonban a nevével szemben nem a serum osszetételét elemz8 tudomany,
hanem kizarélag az antitestek vizsgalataé. Kiegészitette a serologiai médszere-
ket a complement félismerése és mérésének lehet§sége haemolysin rendszerben,
prototipusként a ma mar kissé megtépett hirnevi, de a syphilis viragzasa idején
oriasi jelentdségli Wassermann-reakciéval. Itt mar két specificus immun-
reakcié kombinacioja szerepel.

Ebbél a nagyon révid torténeti felsorolasbdl is vilagos, hogy amikor az
immunolégia tudomannya valt, mar félismerték, hogy minden méas szerv-,
szovet-funkecié kutatdsaval szemben, a specificitds miatt az immun-funkecié
szinte kizarélag snmagaval, 6nmaga médszereivel kutathaté. Az antigén csak
az immunreakciéval ismerhet§ fel antigénként, és a specifikus immunkésziiltsé-
get csakis az antigenjével vizsgalhatjuk. Az is ismert mar a szédzadunk eleje,
tehat a serologia kifejlddése 6ta, hogy a serologiai kimutatas érzékenysége az
organikus kémiai analysis mddszereit sokszorosan feliilmilja és igy antigen
tulajdonsagi anyagok in vitro quantitative mérhet6k semmilyen mas méd-
szerrel nem lehetséges minimalis mennyiségben. Adva volt tehat az immunolé-
giai methodikak két iranya:

1. Az elsé az immunolégianak, a szervezeti specifikus immunreactivitas
nagyon bonyolult rejtelmeinek a kutatasa az immunolégianak a szervezettdl
eltanult sajat médszereivel; ez orvosi szempontbél 3 részre oszthaté: a ) immuné=
diagnosztika, b) immunotheréapia és ¢ ) az immunopreventio kutatasara.

* El6adas. Elhangzott a Magyar Tudomdnyos Akadémia 1976. méjus 4-i iilésén
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2. A masodik irany a rendkiviil specifikusan reagalé antitestek révén az
organikus immunokémiai analytika, az immunoassay, melyet rendkiviil
egyszerli super-mikromédszerként alkalmazunk antigen, ill. antigénné tehetd
anyagok quantitativ in vitro meghatarozasara, elsGsorban az orvosi és bioldgiai
laboratériumokban.

Az immunolégia fejlédése meggyorsult a szazadunk kéozepe, de féleg a
60-as évek 6ta és mind a kétféle médszertan ma mar mindennapos rutin a
medicindban, és nélkiilozhetetlen a biolégiai kutatas minden agaban.

Az elGadas célja — egy ilyen interdisciplinaris férumon, hogy ramutasson
az immunolégia és vizsgalomodszerei altalanos bioldgiai jelent8ségére.

Az el6adasi id§ sziik kerete miatt részletekbe nem mehetek, hiszen a
valasztott téma tobb kiotetes monographia anyaga. Csak vazlatosan tudom az
immunolégiai kutatds médszertanat, valamint az immunoassayk oriasi kiter- .
jedettségét bemutatni, teljességre torekvés nélkiil.

I

A. Immunodiagnosztika. Az ember egyedi
immun-funkcidinak vizsgdilata, immun-funkcios probak

A moédszereket csoportosithatjuk:

1. az orvosi vizsgdlat sorrendjében : elGszor folsoroljuk a szinte kotelezd
,,rutin” vizsgalatokat, azutan a megfeleld indoklassal indikalhatékat; meg-
hatéarozzuk tehat, hogy az immunfunkeciéb6l mit akarunk vizsgalni és ehhez
megnevezzilk az immunolégiai médszereket;

2. a laboratériumi lehetoségek szerint; folsoroljuk a médszertipusokat és
valtozataikat, megemlitve, hogy mit lehet veliik vizsgalni.

Az elsé megfelelébb az orvos részére, aki valamilyen céli vizsgalatot,
kimutatast indikal, utébbi megfelelsbb a laboratériumi technikusnak, aki
aranylag kis szadmi egyszeri médszertani repertoarral is sok mindenre képes.

A vizsgalhaté részleteket az I.-a-b-c-d tablazatok soroljak fel.

Az immunitas szerzett tulajdonsag. Az indukciét (primertipusd immun-
valaszt), a produkciot, késziiltséget és a reindukciot (secunder tipusd immun-
valaszt) kiilon-kiilon akkor érdemes vizsgalni, ha az immun-systéma teljesit-
képességét, ill. az erre gyakorolt hatasokat vizsgaljuk (pl. immunostimulatiot, ill.
immunosuppressiét). Kiilon-kiilén kell vizsgalnunk az immun-valasz két 6
tipusat, az antitest-képzést és a sejtkozvetitette reakeciét, valamint a kettd
cooperatiojat.

Az antitestekre vonatkozéan tudjuk, hogy a primer vilasz féleg IgM
osztalyd antitesteket produkal, késébb pedig féleg IgG osztalyidak termeldd-
nek. Erdemes tehat megvizsgalni, hogy a protektiv antitest titer, ill. titeremel-
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1. Tablazat

AZ IMMUNITAS RESZFUNKCIOI

A. Az immun-valasz tipusai szerint

1. Humoralis immuno globulinok: 1gG, IgA, IgM, IgE
spec. antitestek : “természetes” ag-k ellen
“mesterséges” ag-k ellen
B-sejtek plasma sejtek }

2. Cellularis T-sejtek
3. Cooperativ anticooperativ
T—B helper, suppressor ( blokkolas )
LDA - ADCC

B. Az antigen-inger idSpontja szerint

1. Elsé antigen inger = az immun  valasz indukcioja .
induktiv _fazis, primaer immun-valasz
2. Masodik ill. kesdbbi antigen-inger
= reindukcid, secundaer immun-vdlasz
3. Fennallo immun késziltség Ujabb -antigen-inger nelkil

C. Az IR kdvetkezményeinek a vizsgalata

1. Az IR hidnya totdlis = eletkeptelenseg
congenitalis ? partialis = agammaglobulinaemia
szerzett ? dysgammaglobulinaemia
cellularis (T - sejt) hidnya

s . .| high dose
2. Specifikus nmmun-tolemnma{low dose
3. Protectiv immunitas: “tinetmentes” IR
i (antitoxin stb.)
4. Pathogen IR : a.-allergia mediatc "okkal (1.)
( Histamin stb.)
cytotoxicus antitestekkel (II.)
pathogen immunkomplexekkel (III.)
b.- cytotoxicus lymphocytakkal (IV.)
k - sejtek
c.- cooperativ funkcioval

D. Az antigen szarmazasa szerint

1. Autoimmun reakcio mindig pathogen
ép autoantigen ellen = autoimmun betegseg
2. Heteroi i0 5 i
immun refnkcno de'ectu; = az antigen
allo-/ xeno-antigen tolerancia érvényesil
ellen immunitas

protecty <+————————+ pathogen

az embert az antigent allergia mediatorok
vedi vedi blokkirozo cytotoxikus at.- k
antitestekkel IC depositio
dir. cell. agressio
ADCC coop.

kedés foleg az IgM vagy az IgG frakciéban talalhaté-e, ha arra vagyunk kivan-
csiak, hogy egy bizonyos antitest titer mikori infekciéra utal, hogy egy relative
tiinetmentes infekcié (pl. rubeola) — akkor frissen érte-e a terhes nét (ennek
foetalis veszélyeivel), vagy csak a mar régen fennall6 immun-késziiltség foko-
zédott egy kivédett veszélytelen reinfekcié altal.

Kiilon kell vizsgalnunk, hogy az immun-vilasz, ill. késziiltség bizonyos
antigenekkel szemben milyen kévetkezményd. Az IR kévetkezményeinek a

2* Orvostudomdny 27, 1976



106 PETRANYI GYULA

vizsgalatat (I.c. tabl.) akkor végezziik, ha arra vagyunk kivancsiak, hogy milyen
kévetkezményekkel fog jarni az, ha nem 6vatos kipuhatolédzassal kapja a
szervezet az antigent, hanem spontan, az élet viszontagsagaiban esetleg
nagy adagban: érvényesiilhet-e az antigén egy esetleges immundefectus
miatt vagy pathogen reactio (allergias betegség) varhaté-e, vagy teljesen
tiinetmentes észrevétlen kivédés, vagy pedig antigen hordozas, pl. virus-
persistentia a maga epidemiologiai veszélyével.

Az antigén szarmazasanak a kutatasaval diagnosztizalhatjuk a kiilénb-
séget, amely az auto- és heteroimmun kérkép kozt fennall. A kérdés lényege az,
hogy a heteroantigen (legalabbis elvileg) eliminilhaté. Ha a sajat szovet
necrotizal, mar nem tekinthetd ép sajatnak és az ellene iranyulé ,,eltakarito”
immun-reactio nem tévesztend§ dssze a sajat ép egészséges szovetet megtamado
autoimmun reakciéval.

Az immunolégia tette lehet§vé az autoantigének kutatasit. A human
antigenek rendszereinek egyre tokéletesedd felismerése ad médot a reakcio-
mentes allogen transzfiziokra és az egyre sikeresebb szervtranszplantaciokra.
A major hisztokompatibilitasi rendszer felderitése azért is jelentds, mert
génjei valészintleg kapesolatban vannak az IR gen(ek)el, amely kutatas tovab-
bi reményeket kelt a transzplantolégiaban.

Ha egy vizsgalt antigen ellen egy ember serumaban antitestet talalunk
és egyben az antigen hatasaival szemben az illet§ immunis, ebbél még nem
kovetkezik, hogy az immunitas e keringé specifikus antitest kovetkezménye,
mert az antitest csak azt bizonyitja, hogy az antigen-stimulacié megtortént,
de azt mar kiilon kell bizonyitanunk, hogy az immunitas (késziiltség, ill.
reakcios kovetkezmény) az antitest, ill. spec. cellularis reakeié vagy cooperativ
funkcié (LDA, ADCC) kévetkezménye.

Ha ismert antigen ellen van spec. antitestiink, akkor az antitest letisztitva
(és esetleg még fluoresceinnel, radioactivitassal sthb. nyomjelezve) reagenssé
valik, mellyel az immunolégia visszahatélag tovabb kutathaté. igy kereshetjiik
magukat az antitesteket, az egyes Ig osztalyokat és alosztalyokat is a vérben,
nyirokban, nyirokszévetekben, csontveldben stb. Kereshetjiik a spec. anti-
testeket az Gket termeld sejtjeik feliilletén, valamint az antigent hordozé
struktirdkban, basalmembranokban in situ, post mortem vagy biopsias
anyagban. Persze lehetséges, hogy az antitest (AT) esetleg nem immunospecifi-
kusan kot6dott, hanem mint immun-complex (IC) deponalédott és akkor
megint az IC antigenjét (AG) kell keresniink, vagy egyszertien az AG—AT
formacié bizonyitdsara a complement jelenlétét is, megint csak nyomjelzett
specifikus complement-faktorok elleni antitestek segitségével. Ha egy szovet-
ben, sejtfeliileten in situ IC-t talalunk, abbél tovabb kell kiévetkeztetniink
és djabb immunolégiai diagnosztikai médszerek végzését indikalnunk: igy a
mar emlitett IC-képzd antigen megkeresésén kiviil az IC jelenlétét a keringés-
ben is, prognosticai célra és végiil annak az okat, hogy miért képzbdhetett, ill.
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képzédik tartésan IC, azaz az IR miért nem semmisiti meg az AG-t, mi az
oka az AG persistencianak.

Ha — és ez tobbnyire valészinli — komplex antigenek ellen a serumban
egyszerre tobbféle antitest is képz8dik, akkor az immunohistologia, mint méd-
szer a legegyszerlibb a tobbféle antitest kimutatisira, mert a fluorescens
kot8dési mintabél (pl. sejtmagban suspensién) az antinuclearis antitestek
tobbféleségét egyszerre ranézéssel valészintsithetjiik.

Az immun-funkeié vizsgalatira szolgalé médszereknek hierarchiajuk
van, az atlagos altalanos vizsgalatban rutinszertien szerepléktdl a kiilon-
legesen indikaltakig (II. tabl.).

II. Tablazat

AZ IMMUNFUNCTIOS PROBAK SORRENDJE AZ
ORVOS| DIAGNOSZTIKABAN

1. Rutin_modszerek

Anamnesis !!!
Fizikalis vizsgalat nyirokcsomok, [ép, maj
bér és nyalkahdrtyak
verkep rel. % )
abs.- sejtszamok
Serum fehérjék, papir elfo: gammaglobulin rel. %
conc. g%
2. Indikalt immunologiai vizsgélatok

-in vitro: serologiai
cytomorphologiai
supravitalis functios vizsgalatok

-in vivo provokacios, expozmc')s probak

A gyakorlé orvos szamara szolgalé diagnosztikai alapszabaly az immuno-
légiai diagnosztikara is érvényes: a jo anamnesis fél diagnosis, s6t néha teljes
diagnosis, amely tovabbi vizsgalatokkal mar csak megerdsitésre var. Fontos ez
immun-defectusok, spec. allergidk (heteroimmun kérképek) és autoimmun
kérképek kideritésében, immunogenetikai adatok keresésében. A rutinvizsga-
latok koziil immunolégiai diagnosztikai jelent8ségii a nyirokszervek aplasidjanak
vagy hyperplasiajanak (nyirokcsomdék, 1ép, tonsillak) a keresése, nyalkahar-
tyak, bdr, hajzat alapos megtekintése, megtapintasa az érzékszervi (,,fizika-
lis”’) vizsgalat soran. A ,,blikk”-diagnosisnak az immunopathologiai diagnosz-
tikaban is nagyon-nagyon nagy a jelentgsége.

A laboratériumi rutin vizsgalatok kéziil a vérképet ,,haematologiai”
vizsgalatként szokas végezni, pedig alapvetfen fontos immunolégiai adat,
csak a rel. 9,-szamok mellett az abs. sejtszamot is érdemes kiszamitani és
értékelni, és a lymphocyta alakokra is érdemes figyelmet forditani. A gyorsult
vs. siillyedés mogott is a serum fehérjék, elsGsorban az Ig frakeiok megvalto-
zasara kell gondolnunk. Tudnunk kell, hogy a serumfehérje, ill. ezen beliil a
papirelféval kapott gammaglobulin mennyiséget hogyan értékeljiik. Az Ig-k
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meghatarozasa automatizalhaté és valészinileg rutin, st szilirGvizsgalatta fog
valni az 6vodas-iskolas kor elején.

Rutin vizsgalat az autoantigén meghatarozasok koziil az ABO-Rh vér-
csoport meghatarozisa (annyira, hogy ujjlenyomattal egyiitt a személyi
igazolvanyban is helyet kellene kapnia). Nyilvanvalé, hogy az immunolégiai
vizsgalatok egy része tartés folvilagositast ad, tehat az ismételgetése az élet
folyaman folosleges, vagy csak kiilonleges indikéci6 alapjan valhat sziikségessé.

A rutin vizeletvizsgalatb6l immunolégiai jelent8ségli a positiv fehérje
préba (immunopathogenezisti nephritisek, Bence—Jones-fehérje).

A fertozo betegségek diagnosztikajaban jol ismert a spec. antitestek ki-
mutatasanak az értéke (precipitaciés, agglutinatios és complement-kotési
probak, direkte vagy neutralisatioval, ill. gatlassal). Ha feltételezett fert6zés
(diphtheria, tetanus) adott esetében kellemetlen lehetne a beteg ijraoltdsa
vagy passiv immunizéaldsa, a nagy antitoxin titer ismerete ettdl megkimélheti a
beteget. Az allati serumok nagy veszélyeit ismerjiik. Sokkal jobb médszer
lenne a passiv immunizalas human antitestekkel, pl. nagytiteri human
antitetanus antitest — (Ig) — concentratummal és a human immunotherapias
médszerek koziil ma mar torolni kellene a heterolog (allati, altaldban 16 stb.)
serumok alkalmazasat.

A nyomjelzett antitesteket baktériumok kimutatasara is jol lehet hasz-
nalni, antigen-differenciak, ill. azonossagok keresésére is. A virus-betegségek
diagnézisdhoz az orvos gyakran kéri a nehezebb virus-kimutatas mellett, ill.
helyett a betegének aktualis betegsége szempontjabél néha értékesebb anti-
virus-antitest keresését. Igy pl. értékes lehet az infectios mononucleosis
differencialdiagnosztikajaban az EB vagy cytomegalia virusok elleni antitest
titer névekedésének (és az IgM és IgG osztalyok kozti megoszlasanak) a ki-
mutatasa.

Az in vivo bérprébak kéziil a fert6z8 betegségekben ma mar foloslegessé
valt a Dick-, Schick-, viszont a tuberculin préba (Mantoux) dtmeneti visszaesés
utéan tovabbra is jelentds, mert a the-n kiviil hasznos az egyéb betegségekben
szenved8k (Hodgkin-kér, lymphomélk,'l egyéb tumorok, autoimmun beteg-
ségek) cellularis (késdi tipusi) immunreaktivitas-ingadozasanak a mérésére,
amennyiben el§zdleg pozitiv volt. Hasonlé célra mas infekcios késéi hypersen-
sitivitasi bérpréba is folhasznalhaté (mumps, trychophyton, DNCB stb.).
Az antiinfekciés immunitas médszereinek targyalasakor is hangsilyozni kell,
hogy a spec. antitest csak a toxinok ellen ad teljes védelmet, tehat egyéb
bacterialis és viralis kérképekben csak jelzGje, hogy a betegnek a védelmet adé
cellularis immunitasa is meglehet.

A bé8rprobak természetesen kellemetlenek a betegnek, ezért amennyire
csak lehet, igyeksziink keriilni 8ket. Mar etikai okokbél sem alkalmazzuk
egészséges emberek bevonasat, igy a Prausnitz— Kiistner- vagy a ,,third man”
teszteket. Allergidas betegségekben azonban mégis néha nem nélkiilézhets a beteg
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expositios prébdja az egyénileg pathogen heteroantigen (allergen) megkeresé-
sére, mert ezek pathogen spec. antitestjei in vitro még ma sem mutathaték ki
(azért nevezték el ezeket az antitesteket reaginoknak). Ma ugyan mar tudjuk,
hogy ezek fGleg az IgE-osztilyban talalhaték, de az IgE koncentracié kicsi
és mennyiségének fokozottsiga csak utal arra, hogy tébb a ,,reagin”, de nem
hatdrozza meg a spec. antitestet és ezzel az allergent. Tovabbi baj, hogy egy-
részt nem minden allergia ad bdrreactiot (az egyéb expositio pedig annyira
kellemetlen, s6t veszélyes, hogy elhagyasuk indokolt), masrészt a lehetséges
allergenek szama nagyon nagy és igy egyszeriibb egyrészt az anamnesisre,
méasrészt az eliminaciés médszerre tamaszkodni. A specifikus reagin-antites-
tekre kidolgozott legujabb radicimmunosorben steszt (RAST) értéke, haszna
még bizonyitasra szorul.

A legnagyobb jelentéséglivé az utébbi idében az autoimmun betegségek
diagnosztizalasira alkalmas moédszerek valtak, egyrészt az autoantitestek,
masrészt a cellularis autoaggresszivitas kimutatasanak a médszerei. Ezekkel a
modszerekkel nemcsak a diagnosztikai, hanem egész orvosi, sét altalanos
biolégiai gondolkodasunkban egy 1j vilag nyilt meg. Csak a legfontosabb
vizsgalatok neveit tudom félsorolni: az LE-sejt jelenség, antinuclearis, anti-
DNS, anti-RNS, antihiston, antisubcellularis (antimitochondrialis, anti-
mikrosomalis) antitestek, BM (pl. glomerularis basalmembran, GBM) elleni
antitest, szervellenes antitestek (pajzsmirigy, gyomor-nyalkahartya, mellék-
vese, agyszﬁvet stb.), vvs, fvs, thrombocyta elleni antitestek (anti-ABO, -Rh,
-HL-A), az antiprotein, lipoprotein, antiglobulin, antienzym, anticoagulaciés
factor, antiintrinsic-factor stb. stb., antitestek. Végeredményben még nem is
tudjuk, hany kiilonb6z§ antigen-struktirabol kombinalédik éssze az egyén
teljes hatalmas egyedi unicum antigén-mozaik képe, de azt mar tudjuk, hogy
elvileg antitest mindegyik ellen képz&dhet. Nagy jelentéségli diagnosztikailag
az IC-ek kimutatéasa in situ a beteg szervekben, de prognosztikailag a vérhél is.

A diagnosztikai médszerek osszességiikben a cél-igényt illet8en tehat 4
csoportba oszthaték: 1. normalis-e, atlagos-e az immunfunkciéja az egyénnek
(alt. immunfunkciés probak), 2. nincs-e valamilyen immundefektus, 3. milyen
antigenek (toxinok stb.) ellen van késziiltsége, 4. nincs-e pathogen reac-
tivitasa egyes hetero-, ill. autoantigenekkel szemben.

B. Az immunotherdpia és immunopreventio modszerei

L. Altalénosséghan immun-defectus, immunoinsufficientia esetén a defec-
tust kellene poétolni és az immunfunkciét stimuldlni. Gyakran félmeriil az
orvosi gyakorlatban egy nem-spec. alt. immunostimulatios médszer sziikséges-
sége is (kisérletek folynak Levamisol, CBP, BCG alkalmazasaval). Ugyanigy
experimentalis stdidiumban van az immun-systema hianyaban a T-sejtek
potlasa implantaciéval a csecsem8korban, immun-funkcié kifejlesztés thymus
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hormonnal, egyes részfunkciékra serkentés transferfactorral (TF). A B-sejt-
funkecié stimulalasa ugyancsak kisérleti allapotban van, bar utélag gamma-
globulin (Ig),ill. spec. human antitest transferrel sokkal kénnyebben pétolhato,
mint az alapvet6bb T-sejt-funkcié és cooperatios hiany.

2. Az allergia, ill. autoimmun reactivitas lényegében funkeciés kisiklas, te-
hat immunokorrekciés therapiara szorulna, de ilyen médszerekkel nem rendel-
keziink. Ezért empirikusan a mediator- és gyulladasgatlason kiviil, akarcsak
transzplantalt allograft szerv védelmére az immunosuppressio médszereit al-
kalmazzuk (corticosteroidok nagy dosisa, lymphocytocid,ill. -statikus gyégy-
szerek, ALS, ill. ATG).

3. Az immunotherapia és preventio problémainak egyik nagyon fontos
kutatasi iranya a tumor-immunolégia.

C. Immunolégiai laboratériumi médszerek

Az igény tehat o6riasi, a kérdés az, hogy lehet a mai munkaerghiinyos
sziik laboratériumi keretek kozt kielégiteni. A médszerek egy része (az immuno-
kémia) kozel all a rutin laborok analytikai folkésziiltségéhez, a masik része
inkabb cytologiai-biolégiai és nagyobb, kiilén folkésziiltséget kivan elméletileg
is és folszerelésben is.

A médszereknek vannak egészen egyszerti valtozatai, amelyek (bar
els@sorban szilirévizsgalatokra valok, mégis) kis laboratériumok részére is
idealisak. Egyszertiek a qualitativ precipitaciés-agglutinatiés-flocculatiés lemez-
médszerek; ezekhez még kis laboratérium se kell, barhol elvégezhetsk. Egy-
szerli és pontos a praecipitacié quantitativ médszere is (a komplikalt esd-higitas
helyett) a Takatsy-készlettel; még egyszertbb ha pl. a Mancini-féle radial-
diffusihoz a célnak megfelel§ lemezeket készen vasarolhatnak meg a laboraté-
riumok. Az LE-sejt jelenséghez — bar mar munkaigényes, csak egy thermostat
és fénymikroszkép kell a hozzdértésen kiviil. Ezzel szemben pl. az ANA
mennyiségi becsléséhez és a szervellenes antitestek specifikus in situ kimuta-
tasahoz kriosztat-metszés és UV mikroszkopia kell, tehat draga alapfolszerelés
az ugyancsak draga immun-reagenseken kiviil. A legkomplikaltabbak a sejt-
tenyésztést (ly-culturat) igényl6 médszerek, ezt megel6z6 lymphocyta separa-
lassal, mint pl. B és T sejt-szam meghatéarozas, a mitogen effectus, ill. blast-
transformatio nonspec. és spec. vizsgalata, a MLC, az ADCC, a lymphokin-
termelés (pl. MIF) mérése. Ezekre mar csak kutaté laboratériumok vallalkoz-
nak. A médszer félsorolast a ITI. tablazat adja.

A nagy specificitasi rendkiviil érzékeny, mikromennyiségili antigenek
kimutatasara végzett antigen-antitest reakeciés, ill. kotési-kompeticios méod-
szerek természetesen nem immunolégiai kutatasrais hasznélhaték, ésigy alakult
ki az antigen, ill. antigen tulajdonsigiva tehetd anyagok meghatarozasara
— mint laboratériumi mérémédszer — az immunoassay.
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III. Tablazat
Az immunolégia vizsgidlé moédszerei
I. Immunolégiai médszerek

Antigen keresése az antitesttel
Antitest keresése az antigennel

A. In vitro
1. Immunokémia

Precipitacio: (kémcsSben

capillarisban

kézvetleniil |tdrgylemezen higitdsi sorok
Takatsy-lemezen

Immunodiffusio)
Kettosdiffusio
Radialdiffusio, quantitativ
Immunoelectrophoresis
Electroimmunodiffusio
Ellen-immunoelfo

fentiek radioizotop nyomjelzéssel és autoradiografidval

Agglutindcio:
activ Enterobact. agglutinatio
(direkt) ABO-vércsoport sth. agglutinatio
. Passiv haemagglutinatio
BESEW Absorbens suspensio agglutinatio (latex stb.)

indirect: Agglutinatio gdtlas

Osszetett technikdk

AT-AG kiotés complement folhaszndldssal
Coombs-technika, anti-Ig-médszerek

2. Immunohistoligia

Nyomjelzett antigennel, ill. antitesttel a neki spec. antitest, ill. antigen kimutatdsa in situ
szovetekben, sejteken, sejtekben direkte vagy ,,szendvics” médszerrel.

3. Immunocytoligia

Sejtfeliileti receptorok, markerek keresése (B-sejtek stb.). A nyomjelzés torténhet fluorescens
anyaggal, radioactiv izotéppal, enzymmel (peroxydase).

4. Supravitalis médszerek
Szivet, ill. sejttenyészetek vizsgdlata:

Cytotoxicitds,

ADCC (LDA) kimutatas,

Lymphokinek keresése (migratio stb.)’

Mitogen-hatds: spec. antigennel és nem-spec. mitogénekkel (PHA stb.)
Rosetta (immunoadherencia) médszerek

Antitest-termeltetés in vitro

T sejt identifikalds (a fentiekkel)
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B. In vive

1. Allatkisérlet

Passiv cutan anaphylaxia

Cfu

Transplantatum rejectio

G. v. H-reakcié

Antigenitds erdsségének vizsgilata
Immun-reactivitas genetikdja, phylo- és ontogenetica

2. Ember vizsgdlatok
Antigen-eliminatio = allergids reakcié elmaradds (Tovabbiak csak ha az in vitro médsze®
rek utdn is okvetleniil sziikséges):
bérpréba (6vatossdg!)
egyéb (nagyon kivételesen!!)
Transferfaktor hatds
II. Nem-immunolégiai médszerek
1. Cytomorphologia
a) Vér: fvs-szdm, ly-szam
ly-alak-megoszlds (M.-G.-Giemsa festéssel, pyroninofilia stb.)

generatios fazis vizsgdlata (nyomjelzett DNS, ill. RNS félvétele, impulsus-cyto-
photometria)

b) Csontveld :
cytologia (kenet)
histologia (bedgyazds, metszet)

c) Nyirokesomé histolégia, cytolégia
d) Egyéb (thymus, lép, dlt. post mortem)
2. Fehérje-kémia: antitest-globulinok analysise:
koénnyt linc,

nehéz lanc
V-regiok, Fab, Fc (szerkezet, aminosavsequentia stb.)

1L

Immunolégia mint maodszer
Immunoassay.

Az immunoassay lényege, hogy a vizsgalandé anyag énmagaban erds és
specifikus antigen legyen, vagy valamilyen médon azza legyen tehetd, ellene
allatban (16, kecske, nyil) nagy titerdi spec. antitest legyen termeltethetd,
mely a serumbél jél tisztitva és concentralva standard reagensként hasznalhaté.
Ehhez megfelels allattorzs kivalasztasa sziikséges. Az AG-AT kiotés kimutata-
sara azutan kiilonboz6 eljarasok hasznalhaték, melyek koziil a legegyszertibb
a precipitacié radialis immunodiffusioval. A médszer érzékenysége tobb nagy-
sagrenddel fokozhaté radioactiv nyomjelzéssel, bar ehhez mar megfelels
sugarzast mérd draga és service-igényes miszer kell. Ez azonban azutan nagyon
sokféle és egyszerre sok meghatarozast tud végezni. Persze ehhez még jabb
draga beszerzés: automata minta-valté és eredmény-kiiré gép is kell, ami
csak akkor fizetédik ki, ha valéban nagyon nagy a vizsgalatok szdma.

Orvostudomdny 27, 1976



AZ IMMUNOLOGIA MINT KUTATO MODSZER 113

Technikailag nehezebb az enzymes nyomjelzés, de ezutan méar sokkal
egyszerlibb a laboratériumi médszer: az enzym-mediatoros immunoteszt
(EMIT). Ezért djabban ez is terjed6ben van.

Minden immunoassaynek van egy kézos jellemvonasa: az antigen-tulaj-
donsagot és az antitestet kot6 hely (hapten) mennyiségét méri, nem pedig az
illet§ anyagra jellemzé biol6giai activitast, vagyis pl. nem a plasma-insulin
vagy plasmarenin, vagy digitoxin sth. activitast. Ezért idénként meg kell
vizsgalnia az elGalliténak, hogy az activitasaval és az antigenitasival meg-
hatarozva a bioactiv anyagot, gyakorlatilag azonos eredményt kapjunk.
Az acitvitast mérd biolégiai médszerek bonyolultak, tébbnyire el§zetes sepa-
ralas, concentralas sziikséges, nagyok a hibaforrasaik, nagyok a szérasaik.
Az immunoassay methodikailag sokkal, de sokkal egyszertibb, csak éppen arra
kell iigyelni, hogy az antigen-determinans, ill. hapten molekularész mérése
jellemezze a bioeffector rész mennyiségét is. Ha tehat pl. plasma renint mériink
a biolégiai médszerrel, az eredményt plasma renin activitasban (PRA) kell
megadni, de az immunoassayvel, ill. radioimmunoassayvel (RIA) plasmarenin
concentratiot adhatunk csak meg (PRC) és erre a finom, de elvileg lényeges
kiilonbségre iigyelni kell.

Médszertanilag az in vitro immunoassay, ill. érzékenyebb és pontosabb
RIA az in. saturatios analysisek csoportjaba tartozik. Ennek elve a kovetkezd:
1. az els6 f& reagens a spec. antitest, lehetdleg lecentrifugalhaté hordozé
suspensiés anyaghoz kotve (szilard fazis), mert igy a praecipitatio quantitativ
nehézségei elesnek, 2. ehhez adjuk a biolégiai anyagban (serum sth.) levd
meghatarozandé, tehat ismeretlen mennyiségii oldott antigent, mely empiriku-
san kisebb mennyiségli, mint amelyet az antitest reagens meg tud kotni, 3. a
megmaradt szabad kotési kapacitast ,,vissza-titraljuk” a masik f§ reagenssel:
oldott nyomjelzett tiszta spec. antigennel; 4. lecentrifugaljuk a saturalt
antitest suspensiot, a nyomjelzett antigen-reagens kotott része a precipitatum-
ban, szabadon maradt része a feliilisz6ban talalhaté; 5. a kotott frakeié
radioactivitasat (beiités-szamat) megmérjiik, 6. ismert standardokkal késziilt
kalibraciés gorbébél visszakeressiik a meghatarozandé anyag concentratiojat
(pl. ng/ml). A reakcio ,,kulesa” a megfelel§ aviditasi spec. antitest; tudnunk
kell, hogy nem ad-e keresztreakciét a mérend§ plasmaban, sérumban levd
mas antigennel is (pl. jelenleg a névekedési hormon elleni antitestek terhes
né vérében a placentalis lactogennel, ami terhes né vérében a STH meghataro-
zast igy kozvetleniill a plasmaban elG-separalas nélkiil lehetetlenné teszi).
Fontos a masik reagens: a meghatéarozand6 antigen standardjanak a tisztasaga,
azonos specificitasa és kellgen kotott nyomjelzettsége. A nyomjelzd altalaban
1255, A kotés nem id6talls, ezért ezt a reagenst a foltiintetett lejarati hatar-
id6n beliil lehet csak hasznalni. Mindezek miatt a reagensek egyel6re nehezen
kaphaték, a kényesebb meghatarozasokhoz elég dragak és a kiilonboz§ gyart-
manyok megbizhatésaga eltérd.
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Az immunoassay (IA) radioimmunoassay (RIA) olyan sokféle biolégiai
anyag meghatarozasara all rendelkezésre (hormonok, gyégyszerek sth.), hogy
folsorolasukba itt nem bocsatkozhatom. A medicindban szamos biolégiailag
activ mikromennyiségli anyag (pl. hormon sth.) meghatarozast hovatovabb
rutinszertien kellene végezni. Nagy baj azonban, hogy a hazai gyégyszer-serum
és reagens ipar elaludt és még a hazai kutaték altal kidolgozott eljarasok
reagenseit, reagens osszeallitasait sem gyartja. A kiilfoldi kittek pedig nekiink
alig megfizethetfk. Ezen a forumon is hangsilyozni kell azt a kovetelést, hogy a
hazai ipar siirgdsen potolja a lemaradast és legalabb a tomegvizsgalati igényt
elégitse ki. Ha eldadasom csak kissé is elGsegitené ezt a célt, akkor nem iultiink
itt hidba. Javaslom, hogy az itt jelenlevd osztalyok az elnkségen 4t intézzenek
egy nyilt kévetelést az illetékes vallalatok allami f6hatésdgahoz, hogy ebbél a
jol jovedelmezd vallalkozasbél siirgésen elégitsék ki a hazai igényeket.

Befejezés

Sajnalom, hogy az elméletileg és gyakorlatilag egyarant fontos nagy
témakorrél, nemcsak az orvostudomanyt, hanem egész biolégiai szemléletiinket
megvaltoztaté immunolégiai kutatds modszertanarél (az immunolégidnak
elsGsorban immunolégiai médszerekkel valé kutathatésagarél) és az immunolé-
giaispecificitas alapjan kifejlesztett immunochemiai médszerekrdl ennyire vaz-
latos attekintésre volt csak id§, hiszen a tudomanyban minden a médszeren
milik, ez termeli az eredményt és djabb mdédszereket kell kifejleszteniink, ha
elébbre akarunk jutni a természet megismerésében, a jobb diagnosztikaban,
gyogyitasban és megelGzésben.
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DAGANATOS SEJTPOPULACIO NOVEKEDESENEK
TANULMANYOZASA

II. Magi fehérjék vizsgilata gyorsan és lassan proliferalé M-NK/Ly ascites tumor
sejtpopuldciéiban

JENEY ANDRAS, az orvostudoményok kandiddtusa, DZURILLAY EVA,
KOPPER LASZLO és LAPIS KAROLY, az MTA levelezs tagja

Kozlésre érkezett: 1976. III. 9.

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

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

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

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

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

a) strukturalis szerep,

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

c) gén regulacié.

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

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

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

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

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

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

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

Anyag és mddszer

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

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

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

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

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

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

10% sejtmagot szakaszosan extrahaltunk

a) 0,15 M NaCl-dal,

b) 0,35 M NaCl-dal,

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Eredmények

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

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

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

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

Fehérje frakciok: 3 napos tumor 10 napos tumor

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

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

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

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

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

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

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

3 napos tumor 10 napos tumor

Magi fehérje frakeiok: Jelzési ids Jelzési ids
1 éra | 6 6ra 24 éra 1 éra 6 éra 24 6ra
0,15 M NaCl-al kivonhaté 0,53 0,63 0,74 0,63 0,82 0,98
0,35 M NaCl-al kivonhaté 0,71 0,84 0,50 0,81 1,10 0,89
Hiszton 0,82 0,75 0,98 0,84 0,88 1,10
Rezidudlis sav fehérje 0,59 0,69 0,89 0,72 0,72 0,75

Eredmények kifejezve relativ spec. aktivitdsban.

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

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

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

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

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

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

————— BSA

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

0,35M NaCl frakcio

e e

0,55 M NaCl frakcio residualis savanyu feherje

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

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

A 3H-lizin mellett a *H-arginin beépiilését is megvizsgaltuk a hisztonok-
ba. A 3H-lizinnel végzett kisérlet eredményéhez hasonléan a 3 napos tumor
hiszton frakcié kozil az Fo, -F,, jelolédése volt a legnagyobb. A 10 napos
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tumornal mar az F,, frakcié jeloldése volt a legnagyobb, az egy éras vizsga-
lati id6ben. Jelentdséget tulajdonithattunk annak, hogy 24 éraval a 3H-
arginin adasa utan a 10 napos tumor Fy;, és Fy, frakciinak megfelels teriileten
a jel6l6dés nem volt alacsonyabb, mint az egy 6ras jelzés utan. Ez a megfigyelés
arra utal, hogy egyes hisztonfrakciok (Fy, Fy,) lebomlasi ideje a sejtmag tobbi

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

3. Abra. Histon frakcitk elvilasztdsa SDS-polyakrylamid gél-elektroforézisen.
Felvitt fehérje mennyiség: Osszhiszton = 50 ug, f; = 22 ug, £; = 36 ug, £,y = 40 ug, fq5 =
50 ug és f,5, = 40 ug.

III. Tablazat

Ethidiumbromid fluoreszcencidja 3 és 10 napos NK/Ly ascites tumorbél izolélt Dezoxyribonuk-
leoprotein jelenlétében.

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

A dezoxyribonukleoprotein izoldldsa Graziano és Huang (1971) médszerével, egyre csokkend
ion-ergsség mellett tortént. :

A 3ml0,015M NaCl—0,0015 M Na citrat (pH 7) puffer 1 OD 12%'5’ mennyiségnek megfeleld de-

zoxyribonukleoproteint és 5 ug ethidiumbromidot tartalmazott. Flureszcencia mérést 335 nm
gerjesztési és 593 nm fluoreszcencids hullimhosszndl Farrand spektrofluorimeteren végeztiik el.
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cpm } E

575

500

250

4. Abra. *H-lizin beépiilése 3 napos NK/Ly ascites tumor magi rezidualis savanyt fehérje frak-

cidiba.
A gélre felvitt fehérje mennyiség 150 —150 ug. Jelmagyardzat: ————— denzitds 575 nm-en;
X—X— cpm 1 drai jelzés utin; — — — — cpm 24 Orai jelzés utdn

cpm
[
500 |

Ess

250

5. Abra. *H-lizin beépiilése 10 napos NK/Ly ascites tumor magi rezidualis savanyi fehérje
frakciéjaba. Gélre felvitt fehérje mennyiség 350 —350 ug.
Jelmagyardzat: ———— denzitds 575 nm-en; X—X— cpm 1 6rai jelzés utdn; — — — —
cpm 24 érai jelzés utdn

fehérje frakci6itol eltérGen lassibb a lassan proliferalé sejtpopuléciéban, mint
a gyorsan proliferaléban (8. és 9. abra).

A DNS és a kromatin fehérjék kozotti kapesolat természetére az ethi-
diumbromid ko6tddés vizsgalatabsl kivantunk kévetkeztetni. Az ethidium-
bromid fluoreszcentidja igen jelentGsen fokozédik, mikézben interkalaciés
kotésbe 1ép a DNS-sel. A DNS-hez koét6dé kromatin fehérjék azonban meg-
akadalyozzak a festék kot8dését a DNS-hez. Ezért a kromatin ethidiumbromid
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£pm E575

1200

800

400 4

6. Abra. *H-lizin beépiilése 3 napos NK/Ly ascites tumor hiszton frakciéiba.

Gélre felvitt fehérjemennyiség: 100 ug. Jelmagyardzat: ———— denzitds 575 nm-en;
X — X — cpm 1 6rai jelzés utdin; — — — — cpm 24 6rai jelzés utdn
GRm Eg7s

T

7. Abra. 3H-lizin beépiilése 10 napos NK/Ly ascites tumor hiszton frakciéiba.
Gélre felvitt fehérje mennyiség 100 wug. Jelmagyardzat: —————— denzitds 575 nm-en;
X—X— cpm 1 o6rai jelzés utdn; — — — — cpm 24 6rai jelzés utdn

kot8képességébdl a DNS szabad szegmentjeinek a nagysagara kovetkeztet-
hetiink. Kisérletiinkben azt talaltuk, hogy a 3 és 10 napos tumorbél izolalt
DNP kiilonb6z8 mértékben fokozza az ethidiumbromid fluoreszcenciajat.
A 10 napos tumor DNP-nek a 3 naposhoz képest mintegy felére csokkent
fluoreszcentia fokozé hatasa arra utal, hogy a szabad DNS szegmentek terii-
lete kisebb. FeltételezhetGen a 10 napos tumorban a DNS kiterjedtebben
fedett kromatin fehérjékkel, mint a 3 naposban, amely a gén mitikodés foko-
zottabb represszaltsagara utal (III. tablazat).
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cpm
Egrs

3000 |

-

2000 4

1000

8. Abra. 3H-Arginin beépiilése 3 napos NK/Ly ascites tumor hiszton frakciéiba.

Gélre felvitt fehérje mennyiség: 100 ug. Jelmagyardzat: ——— denzitds 575 nm-en;
X — X — cpm 1 6rai jelzés utdn; — — — — cpm 24 érai jelzés utdn
cpm Es7s

500

400 4

300 A

200 A

100

9. Abra. 3H-Arginin beépiilése 10 napos NK/Ly ascites tumor hiszton frakciéiba.

Gélre felvitt fehérjemennyiség: 100 ug. Jelmagyardzat: ———— denzitds 575 nm-en;
X—X— cpm 1 6rai jelzé utdn; — — — — cpm 24 6rai jelzés utin
Megbeszélés

El6z8 tanulmanyunkban sokoldalian tanulmanyoztuk az NK/Ly ascites
tumor sejtpopuléaciéi proliferaciés paramétereinek valtozasait a transzplantéacié
utani kiilonb6z8 napokban (Lapis és mtsai 1973, Kopper és mtsai 1974).

Megallapitottuk, hogy a tumor névekedésével elsésorban a sejtek atlagos
ciklus ideje — a két mitézis kozotti id6 — hosszabbodik meg, a nem o0szl6
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sejtek ardnyanak emelkedése a tumor névekedési iitemének a lelassulasaért
csak kevéshé tehetd felelgssé. Ezen eredményiink alapjan a sejtproliferacié és a
sejt ultrastrukturalis, valamint anyagcsere sajatossagai Osszefiiggéseinek
tanulmanyozisahoz kisérleti modellt tudtunk kialakitani.

Az RNS polymeraze vizsgalata arra mutatott ra, hogy a kisérleti rend-
szeriinkben nemecsak az aktuédlisan DNS-t szintetizalé sejtek aranya, valamint
a DNS replikdciéjanak lelassulasat tikroz8 S féazis ideje, hanem a DNS-rél
torténd gén atiras is valtozik. Ez érthetd is, mivel a dedifferencialédott daga-
natos sejtekben az RNS szintézis sokkal szorosabban kapcsolédik a sejt
replikéciéjahoz, mint a differencialédasra képes normal sejtekben. Azon kisér-
leti eredményiink, miszerint a magnéziummal és a mangannal aktivalhaté
RNS-polymeraze miikodése kozotti killonbség fiigg a tumor koratél, arra
enged kovetkeztetni, hogy az RNS szintézis csokkenése mellett, a képz8dott
RNS-ek jellege is valtozik. Itt arra lehet gondolni, hogy a gyorsan proliferalé
tumorban a magnéziummal aktivalhaté nukleoliris RNS polymeraze I.
miikodése all eldtérben, amig a lassabban proliferalé populaciékban a mangéan-
nal aktivéalhaté extranukleolaris RNS polymeraze II., III. és RNS polymeraze
1. bar alacsonyabb szinten, de hasonlé mértékben mikédik.

A sejtproliferacié és a magi fehérjék oOsszefiiggéseit az eddigi tanul-
manyok szinkronizalt tenyészetben vagy a nyugvé és a proliferaciéra indukalt
sejtpopuléciok osszehasonlitisaval vizsgaltdk (Gerner and Humphrey 1973,
Farber és mtsai 1971). Ijgy gondoljuk, hogy az altalunk alkalmazott kisérleti
rendszerben a gyorsan és a lassan szaporodé NK/Ly ascites tumor sejtpopula-
ciéinak dsszehasonlitasdval — in vivo koriilmények kozott tanulméanyozhatjuk
a daganatos sejtpopulacié proliferaciés iitemének lelassulasat kiséré tényezé-
ket, amelyek koziil némelyek feltételezhetGen szerepet jatszanak a sejtproli-
feraciot szabalyozé mechanizmusokban. Jelen kisérleteinkben a radioaktiv
lizin és arginin beépiilését vizsgaltuk a génregulacicban szerepet jatszo
hisztonokba és magi rezidualis savanyu fehérjékbe. A 3H-lizin adésat kévetd
1, 6 és 24 oras beépiilési értékek attekintése a gyorsan és a lassan szaporodé
sejtpopulacick kozotti figyelemre mélté kiilonbségekre mutatott ra. A 3 napos
tumornal a rezidualis savanyu fehérjék, a 10 naposnal pedig a hisztonok relativ
specifikus aktivitdsa idével emelkedett, amely arra latszik utalni, hogy ezen
fehérjék lebomlasa lassibb, mint a sejt tobbi fehérjéi. Ezen kovetkeztetést
azonban csak a relativ. specifikus aktivitas alapjan vonhatjuk le, mivel a 10
napos tumorbél a mar beépiilt 3H-lizin a 3 napos tumornal gyorsabban tavozik.
Ezen utébbi jelenség magyarazatat nem ismerjiik, csupan arra a feltételezésre
szoritkozhatunk, miszerint a proteazok aktivitasa fokozédott vagy a sejt-
oszlasok késése, illetve elmaradasa kovetkeztében a képzdott fehérjék jelentds
része foloslegessé valik, ezért lebontédik vagy kiiiriil a sejthél.

A polyakrilamid-gén-elektroforézisen végzett vizsgélatokban a kiilonb6z8
mértékben proliferalé NK/Ly ascites sejtpopulaciokbél izolalt kromatin

Orvostudomdny 27, 1976



128 JENEY—DZURILLAY—KOPPER—LAPIS

fehérje frakciokban a legnagyobb foki aminosav beépiilést eltéré molekula-
stlyd fehérjék mutattak. A gyorsan névekvé 3 napos NK/Ly ascites tumorban
a magi rezidualis savanyd fehérjéi koziil a nagy molekulasilyd csies koriil
észleltiik a legnagyobb beépiilést, amely 6sszhangban all Weisenthal és Ruddon
(1972) az oszlasi ciklusban levé lymphoma sejteken végzett hasonlé meg-
figyeléseivel. Ezzel szemben a 10 napos tumorban egy sokkal alacsonyabb
molekulasilyd magi rezidualis savanyd fehérje jelolddése valt uralkodéva.

A 3H-arginin és a ®H-lizin beépiilésének a vizsgalatakor a hisztonok is
eltérs frakeiok jelolédésének az eldtérbe keriilését mutattak a tumor néveke-
dése soran. Vizsgalati koriilményeink mellett a 3 napos tumornal az F,, F, és
F,, frakciéknak megfeleld teriileten lehetett szimottevs beépiilést talalni,
ezzel szemben a 10 napos tumor esetében mar az F,, és F,,, frakcick is jelo-
16dtek. Kiilonosképpen érdemleges, hogy a 10 napos tumor vizsgalatakor az
F,q,, frakciéban a *H-arginin beépiilése 24 6ra alatt alig csokkent.

A bemutatott kisérletiinkben lathattuk, hogy az NK/Ly ascites tumor
novekedésével az aminosavak kromatin fehérjékbe torténd beépiilésének meg-
valtozasaval parhuzamosan a sejtek oszlasi ideje meghosszabbodott, az RNS-
polymeraze aktivitas csékkent és kevesebb ethidiumbromid kétédott a kro-
matinhoz. Ezen utébbi valtozasok a génrepresszié6 fokozddasara utalnak.
Kérdés, hogy a génmiikodés ezen csokkenésének kifejlddésében milyen szerepe
van a kromatin fehérjéknek. Jelen eredményeink arra engednek kovetkeztetni,
hogy a génrepresszié6 fokozdédasait nem lehet csupan a kromatin fehérjék
egészének a szintézisében bekévetkezd valtozdsaval magyarazni, mivel a
radioaktiv aminosav beépiilése ezen fehérjékbe meglehetdsen j6l koveti az
egész sejt fehérjéibe torténd beépiilést. Igy a magi fehérjék szintézise nem tér
el az egész sejt fehérjéitsl sem a gyorsan proliferalé, sem a lassan proliferald
sejtpopulaciéban. A polyakrilamid gél elektroforézissel szétvalasztott egyes
fehérjék vizsgalata azonban mar tobb tampontot nydjtott arra vonatkozéan,
hogy melyik fehérje jatszhat szerepet a sejtproliferacié szabalyozasiaban. Igy
adataink arra utalnak, hogy a rezidualis magi savanyu fehérjék koziil az
elektroforetikusan lassabban vandorlg, relative nagyobb molekulasilyi fehérjék
sziikségesek a gyors sejtproliferacichoz. Ezzel szemben a hisztonok — kiils-
nosképpen az F,, és F,, frakcick — relative hosszabb életidejiiek a lassan
szaporodd, mint a gyorsan szaporodé sejtekben. Ezért feltételezhetSen az F,,,
és az F,, hisztonok koézvetlen vagy kozvetett szerepet jatszanak a sejt-
proliferacié csokkenését eredményezd gén-repressziéban.
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Osszefoglalis

Az NK/Ly ascites tumor névekedése soran a sejtproliferacié csokkenését
kisér8 anyagcsere valtozasokat tanulméanyoztuk a sejtmagban. Osszehason-
litottuk a 3 és 10 napos sejtpopulédciékban radioaktiv aminosavval jelslt
hisztonok és rezidualis savanyi fehérjék megoszlasat polyakrilamid gél
elektroforézisen. A két sejtpopulacié a DNS replikaciéjat tikrozd S fazis
idétartamaban, az RINS polymeraze aktivitisban és az izolalt dezoxyribonuk-
leoprotein ethidium-bromid két6képességében kiillonbozott egymastéol. Azt ta-
pasztaltuk, hogy a gyorsan szaporodé, 3 napos tumor, és a lassan szaporodé
10 napos tumoros sejtpopulicikban eltérd kromatin fehérje frakeick jelsls-
dése all el6térben. A gén represszié fokozédasara utalé megfigyelésekkel egy-
id6ben a rezidualis savanyi fehérje nagy molekulasilyd tartoméanyanak
csokkent mértéki jelslgdését és a hisztonok — kiilonosképpen az Faa, és Faq,
frakciok — lassiibb lebomlasat észleltiik.
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DAGANATOS SEJTPOPULACIO NOVEKEDESENEK
TANULMANYOZASA

II1. Kemoterapids szerek hatdsdnak vizsgdlata eltéro
novekedési iitemii NK/Ly ascites tumoron

KOPPER LASZLO, JENEY ANDRAS, az orvostudoményok kandidétusa és LAPIS KA-
ROLY, az MTA levelez§ tagja

Kozlésre érkezett: 1976. III. 9.

El6z6 vizsgalataink soran kimutattuk, hogy az NK/Ly ascites tumor
novekedési sebessége a transzplantaciét kovetSen sejtkinetikai, morfolgiai és
biokémiai valtozasoktél kisérve fokozatosan lassul (Lapis és Kopper 1970,
Lapis és mtsai. 1973, Kopper és mtsai. 1974). Fébb jellegzetességként a proli-
feralé sejtek ciklusidejének megnyilasat, a nem-proliferalé sejtek aranyanak
mérsékelt emelkedését, a sejtek RNS és fehérje tartalmanak emelkedését a
macromoleculidk szintézise iitemének csékkenését, valamint a sejtmagban a
nukleinsavak citokémiai valtozasat észleltiik. Jeney és mtsai (1975) a DNS
és a magi fehérjék vizsgalata soran mutattak ra arra, hogy e jelenségek hatteré-
ben a tumorsejtek genetikus appardtusinak egyre fokozédé — de reversibilis —
represszaltsaga all. Ezek a megfigyelések is feltételezik, hogy a tumorok néve-
kedési iitemében bekdvetkezd valtozasok jelentfsen befolyasolhatjak e nove-
kedés gatlasara iranyulé torekvéseinket. .

A daganatok nivekedési iiteme és terapias érzékenysége kozotti dssze-
fiiggések tanulmanyozasanak fontossagat sajat megfigyeléseinken tilmenden
szamos klinikai és kisérleti adat is alatamasztja:

1. A jelenleg rendelkezésiinkre allé terapias eszkozokkel elsésorban a
gyorsan noévekedd human tumorokat tudjuk eldnyésen befolyisolni, mig a
lassan névekeds tumorok a kezelésre alig vagy nem reagalnak (Zubrod 1972).

2. A proliferacié sebessége nemcsak az egyes tumorok kézott (Simpson—
Herren és Lloyd 1970, Charbit és mtsai 1971), hanem ugyanazon tumor kiilon-
b6z6 novekedési szakaszaban (Lala és Patt 1966, Frindel és mtsai 1967,
Wiebel és Baserga 1968, Tannock 1969, Peel és Fletcher 1969, Simpson—
Herren és Lloyd 1970, Hofer és Hofer 1971, Lala 1972, Dombernowsky és
Hartmann 1972, Lapis és mtsai 1973, Schiffer és mtsai 1973, Kopper és mtsai
1974) is eltéré.

3. Bruce és mtsai (1966), majd Sket kovetfen szamosan igazoltak — elsd-
sorban in vitro szinkronizalt tenyészetekben —, hogy a citosztatikumok iranti
érzékenység tekintetében a sejtek proliferald, illetve nem-proliferals jellegiik,
ezen beliil a ciklusban adott pillanatban elfoglalt helyiik alapjan kiilonbéznek
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(Mauro és Medoc-Jones 1970, Bhuyan és mtsai 1972, vanPutten és mtsai
1972).

4. A normal és daganatos szoveteken végzett sejtkinetikai vizsgalatok
arra utalnak, hogy bar a szervezet legtobb szovete lassabban proliferal, mint a
daganat, valészintitlen, hogy a tumor lenne a leggyorsabban proliferalé szo-
vet. Igy elsésorban a csontvelsi (haemopoetikus) sejtek és a gyomorbél-rend-
szer nyalkahartyajanak hamsejtjei djulnak meg gyorsabban a tumoros szévet-
nél és szerepelnek dozislimitalé tényezbként szamos — elsGsorban a gyorsan
proliferalé sejtekre haté — szer esetében (Frindel és mtsai 1968, Young és
DeVita 1970, Shirakawa és mtsai 1970, Terz és mtsai 1971, Gavosto 1974,
Brown 1975). .

E roviden 8sszefoglalt megfigyelések egyértelmiien jelzik, hogy az opti-
malis kezelési program megtervezésekor ajanlatos a citosztatikus szerek
proliferacié-fiiggs hatasat figyelembe venni. Ez utébbi tanulméanyozasara, mint
emlitettiik, eddig elsdsorban szovettenyészeteket hasznaltak. Az NK/Ly
ascites tumoron végzett elGzetes vizsgalataink alapjan (Lapis és mtsai 1973,
Kopper és mtsai 1974) arra torekedtiink, hogy olyan rendszert hozzunk létre,
amellyel e kérdés in vivo koriilmények kozott is megkozelithetd. Jelen kozle-
ményiinkben e kisérleteinkrél szamolunk be.

Anyag és médszer

Kisérleteinkhez mindkét nembeli, atlagosan 25 g silyd CFLP egeret
hasznaltunk (LATI, G6doll8). Az egereket plasztikdobozban, préselt tapon és
csapvizen tartottuk. Az NK/Ly ascites tumort 5x 10° sejt hetenkénti transz-
plantalasaval tartottuk fenn.

A daganatgatlé hatas mérésére az alabbi rendszert valasztottuk (kor-
fiiggo rendszer).:

A kezeléseket a transzplantacié utani 4. és 10. napon végeztik a szerek
egyszeri dézisaval. 1 éraval a kezelés utan a daganatsejteket az allatok has-
iiregébdl leszivtuk és 107 sejtszdmmal dj allatokba oltottuk. A retranszplan-
taciot kovetSen kiilonboz8 id6pontokban meghataroztuk a tumorok témegét
(jelen esetben az dsszsejtszamot). Néhany esetben a szerek hatasit kiilonb6z8
kezelési tartamok (1, 6 és 24 6ra) utdn is 6sszehasonlitottuk.

Kisérleteink soran egy-egy csoportban 4—6 allat szerepelt.

A kemoterapias szerekkel torténd kezelésnél a lehet8ség szerint mindig a
szerek LD, ,-éhez viszonyitottan ardnyosan csokkentett doézisokat hasznal-
tunk. A kovetkez§ citosztatikus szereket vizsgaltuk:

Mannitolmustar (Degranol®) 1,6-bis-(2-kloretilamino)-1,6-dideoxy-D-mannitol
Dibromdulcit (Mitolactol®, DBD)
1,6-dibromo-1,6-dideoxy-D-dulcitol
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Dulcitepoxid (DAD)
1,2—5,6-Dianhydrodulcitol
(Chinoin Gyégyszer és Vegyészeti Termékek Gyara)
Tetramezylamannit (Zytostop, TMM, R—52)
1,2—35,6-tetra-0-metilszulfonil-D-mannitol
Dimezyldianhydroidit (DMDAI, 13020)
1,6-dimezyl-2,3-4,5-dianhydro-L-iditol
Dimezyletilaminoeritrit (Lycurim, R—74)
1,4-di-mesyl-oxyetilamino-1,4-dideoxy-m-eritritol
(Gyégyszerkutaté Intézet)
Cyclophosphamid (Endoxan, Cytoxan) -
2,bis-/2-kloretilaminotetrahydro-2H 1,3,2 oxazaphosphorine 2 oxid
(VEB, Jenapharm, Ankerwerk Rudolstadt, NDK)
Melphalan (L-fenilalaninmustar)
3-p-L bis-(2-chloroethyl)-aminophenylalanin Dimetylmyleran
(dr. Connors ajandéka, Chester Beatty Res. Inst., London)
Metylendimethanesulphonate (MDMS)
(dr. Fox ajandéka, Christie Hospital and Holt Radium Inst., Man-
chester).
5-fluorouracil (5-FU)
(Roche Products Ltd., Anglia)
BCNU
1,3-bis(2-chloroethyl)-1-nitrosourea
CCNU
1-(2-chloroethyl)-3-cyclohexyl-1-nitrosourea
MeCCNU
1-(2-chloroethyl)-3-(4-methyleyclohexyl)-1-nitrosourea
(dr. Goldin ajandéka, National Institute of Cancer, Bethesda, USA).
A szerek oldasa a kévetkezdképpen tortént: a DAD-t, 5-FU-t és Cyclo-
phosphamidot fiziolégias konyhaséban oldottuk, a nitrosoureikat
DMSO0-5%, Tween 80-ban, a tobbi szert 59,-0s Tween 80-ban szuszpen-
daltuk.

Eredmények

El6zdekben ismertetett eredményeink azt mutattak, hogy az NK/Ly
ascites tumor transzplantaciéjat kovetden a daganat proliferdcids iiteme
fokozatosan lassul (Lapis és mtsai 1973, Kopper és mtsai 1974). Igy a vizs-
galatainkhoz onkényesen kivalasztott két idépontban, a 4. és 10. napon,
sejtkinetikai szempontb6l — elsdsorban a sejteiklus és fazisainak tartamaban —

eltérd, relative gyorsan, illetve lassan proliferalé tumort talalunk (I. T4blazat).
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1. Tablazat

NK|/Ly ascites tumor sejtkinetikai paraméterei 4 és 10 nappal 5X 10 sejitel tortént transzplantdcié

utdn

Tumor kora 4. nap 10. nap

Osszsejtszam (x 106) 130,0 788,0

Sejteiklusidé (h)+ 30,6 56,7

G, fazis (h)* 2,9 8,4

S fazis (h)* ; 19,1 30,4

G, fazis (h)*+ 8,3 16,4

Timidin index (%) 51,8 36,5

DNS-szintézis (dpm/mg DNS

x 1079 11,0 1,76
Novekedési frakeid 0,84—1,00 | 0,67—0,88

+ A kisérleti adatok Steel és Hanes (1971) médszerével végzett komputeres analizisének
alapjan nyert értékek.

A két kiilonboz8 proliferaciés rataji tumorra gyakorolt hatas dsszeha-
sonlithatésaga végett a 4., illetve 10. napon végzett kezeléseket kovetden a
tumorsejteket azonos sejtszammal j allatokba oltottuk (retranszplantaltuk),
és ebben az 14j kérnyezetben vizsgaltuk a kezelt daganatsejtek proliferaciéjat.
Kezeletlen 4 és 10 napos tumorbél azonos sejtszamot atoltva ugyanolyan néve-
kedési gorbét kaptunk, azaz a proliferdciés rataban eltérés nem volt. Ennek
alapjan feltételezhetjiik, hogy amennyiben a daganatgatlé szer egyforman hat
a két kiilonb6z8 sejtrendszerre (azaz pl. ugyanolyan aranyban pusztitja a
sejteket), akkor a retranszplantacié utén a névekedési gorbék lefutasa nem tér
el egymastol, mig eltérés esetén a két sejtpopulacié érzékenysége kozotti
kiilsnbségre gondolhatunk.

A kezelt tumorsejtek retranszplantacié utani névekedési gorbéit mutatja
be az 1. és 2. abra, amelyek a névekedésgatlas regisztralasa mellett médot
nytdjtanak arra is, hogy a tumor repopulalédasanak alakulasat kisérhessiik
figyelemmel.

1.—2. dbra. Citosztatikumok hatdsa kiilonboz6 kort (4 és 10 napos) NK/Ly ascites tumorra.
(A tumor névekedésének 4. és 10. napjan kezeltiink, majd 1 éraval kés6bb 107 sejttel retransz-
plantdciét végeztiink.)

(Kontroll e

O """""" Oa "_ ____ ’ @ ®
R-74 8 mg/kg 20 mg/kg
R-52 500 mg/kg 1250 mg/kg
DBD 140 mg/kg 350 mg/kg
DMDAI 70 mg/kg 140 mg/kg 350 mg/kg
DAD 3 mg/kg 7.5 mg/kg
BCNU 40 mg/kg
CY 40 mg/kg 80 mg/kg
5-FU 100 mg/kg 500 mg/kg
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A vizsgalt szerek koziill a DBD az alkalmazott dézisokban (140 és 350
mg/kg) a 10 napos tumor névekedését nem befolyasolta, mig a 4. napon kezelt
és retranszplantalt tumor a kezdeti (2. nap) gyorsabb — a kontrollhoz hasonlé

iitemdi — proliferdcié utan dozisfiiggd érzékenységet mutatott. Ez utébbi
gorbék lefutasa arra utal, hogy a DBD olyan sejtkarosodéasokat idézhetett eld,
amelyek csak bizonyos id§ — pl. egy sejtciklus lezajlasa utan — vezettek a

sejt pusztulasihoz vagy proliferaciéjanak gatlasahoz. A DBD diepoxid szar-
mazéka, a DAD nagy dézisban (7,5 mg/kg = LD50/2) a fiatalabb tumor
sejtjeinek azonnali, az id6sebb tumor névekedésének pedig elhizédottabban
jelentkezd gatlasat okozta. Kisebb dézis esetén jol megfigyelhetd a 4 napos
tumor sejtjeinek fokozottabb érzékenysége, melyek csupéan a transzplantacé
utéani 7. napon kezdenek el ismét proliferalni. A 10 napos tumor a retranszplan-
taci6 utan a kontrollhoz hasonlé névekedést mutatott. E szerekhez hasonléan
az 5—FU is a gyorsabban novekvé NK/Ly ascites tumort gatolta elsGsorban.
Mindkét kord tumornal a retranszplantaciét kévetden atmeneti sejtszamemel-
kedés utan a novekedési gorbe ,,torése’”” kovetkezik be, amelyet a t1iléls sejtek
gyors proliferaciéja kovet. Az emlitett ,,torést”” feltehetGen az ebben az idé-
szakban bekovetkez§ kiterjedt sejtpusztulas okozza és ez jelzi, hogy az 5-FU
altal elgidézett sejtkarosodas nem gyorsan, hanem elhizddéan vezet a sejt-
anyagcsere irreverzibilis valtozasihoz. Hasonléan elhidz6dé hatasrél szamolt
be az 5-FU okozta finomszerkezeti valtozasok vizsgalatakor Lapis és Bene-
deczky (1966).

A kiilsnb6z6 kord tumorok kezelésénél lényegében egyforma daganat-
gatlé hatdst mutatott a DMDAI. A retranszplantalt sejtek novekedése a 4.
napig a kiilonboz8 dézisok esetében hasonlénak mutatkozott és csak ezutan
figyelhettiik meg a repopulalédas dézis-fiiggd jellegét. Ugyancsak nem beszél-
hetiink proliferacié-fiigg6 hatasrél Cyclophosphamiddal toértént kezelés utan
sem. A novekedési gorbék inkabb a kezelt tumorsejtek lassabb iitemi proli-
feraciojarol, mintsem kiterjedt pusztulasukrél taniskodnak. Hasonlé jellegi
novekedést figyelhettiink meg kifejezett proliferacié-fiiggd hatas nélkiil 8
mg/kg R—74-el tortént kezelés utan. Nagyobb dézis (20 mg/kg) adasa esetében
mindkét kord tumornal az dtmeneti névekedést gatlas valtotta fel, melynek
foka a 4 napos tumornal kifejezettebbnek mutatkozott.

BCNU 40 mg/kg-os dézisanak hatasara mind a 4, mind a 10 napos tumor-
bél retranszplantélt tumorsejtek szima a 2. napon jelentdsen csokkent, azon-
ban a repopulalédas iitemében mar lényeges eltérések voltak. Mig a gyorsabban
proliferalé 4 napos tumor esetében a kontrollhoz hasonlé névekedési iitemet
talaltunk, addig a lassabban proliferalé 10 napos tumor sejtjei tovabbi prolife-
raciora — az atmeneti Osszsejtszam emelkedéstdl eltekintve — képtelenek
voltak.

A 4. és 10. napon kezelt tumorok Aatoltasa uténi 7. napon észlelt noveke-
désgatlast és ezek hanyadosat a II. Tablazatban tiintettiik fel. Ez a hanyados
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II. Tablazat

Kemoterapids szerek hatdsa kiilinbéz6 korti NK/Ly ascites tumorra

Déais Novekedésgétlas+
Szer (mg/kg) P 80 ey Kor-faktor

DBD 140 46 5 0,11
350 72 36 0,5
5-FU 100 82 197 0,13
500 89 68 0,76

DAD 1,5 40 0
3,7 95 33 0,34
7,5 98 95 0,96
Dimetilmyleran 10 76 54 0,71
Mannitolmustar 50 92 7 0,84
R-74 8 66 58 0,88
20 94 88 0,93
DMDAI 70 60 71 1,28
140 94 93 1,00
350 100 100 1,00

Cyclophosphamide 40 26 40
80 81 69 0,85
Melphalan 0,6 33 56 1,69
1,2 99 98 1,00

Metildimetdn-

sulfondt 10 71 99 1,39
BCNU 40 64 93 1,45

R-52 500 2 29

1200 4 24

¥ Ridikedtagaity — 1o - Damsjtsstm_(kaselt) | i,
osszsejtszam (kontroll)
R e n't.)veked‘esgz’atl?s (10 napos tumor)
novekedésgatlds (4 napos tumor)
— amelyet ,,kor-faktor”-nak is nevezhetiink — 1,0-nél nagyobb, haa szer

elsésorban a lassabban proliferalé 10 napos, és 1,0-nél kisebb, ha a gyorsabban
noévekeds 4 napos tumort gatolja (Jeney és mtsai 1973, Kopper és mtsai 1973,
Lapis 1974, Lapis és mtsai 1975). A vizsgalt szerek a proliferacié-fiigg8 hatas
tekintetében kovetkezdképpen viselkedtek:

— a citotoxikus hexitolok kéziil a DBD és DAD, valamint a DNS-szintézist
gatlé antimetabolit, az 5-fluorouracil jobban gatolta a 4 napos tumor proli-
feraciéjat, mint a 10 naposét. Nem ilyen kifejezetten, de a gyorsabban névekvd
tumort elénydsebben befolydsolé szernek mutatkozott az R—74, Dimetil-
myleran és a Mannitolmustar.

— a két kiilonb6z8 tumor valaszreakciéja azonosnak mutatkozott Cyclophos-
phamid és DMDAT esetében.
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— a lassabban proliferalé 10 napos tumor niévekedését kifejezettebben gatolta
a BCNU, és hasonlé de kevésbé élesen megnyilvanulé kiilonbség mutatkozott
a Metildimentansulfonat és Melphalan esetében.

Az alkalmazott kor-fiigg$ rendszerben az R—52 az alkalmazott dézisokban és
kezelési idtartam (1 6ra) utan gatlé hatast nem mutatott.

A kor-fiiggd hatast mutaté DBD és az azt nem mutaté DMDAI esetében
megvizsgaltuk, hogy bogyan valtozik a 4 napos tumor érzékenysége 1, 6 és 24
oras kezelési periodusokat alkalmazva. DMDALI két kiilonb6z§ dézisat adtuk,
és azt tapasztaltuk, hogy az eltérd kezelési intervallumok utéan retranszplantalt
tumorsejtek azonos rataval proliferalnak. Hasonlé eredményeket kaptunk
DBD-vel tortént kezelés utan is (II1. Tablazat).

III. Tablazat
DMDAI és DBD hatdsa 4 napos NK/Ly ascites tumorra

Saer Disks | o ampians | Novskodée-
(mefke) | Yscis elstt () R
DMDAI 70 1 40,0
6 43.0
140 1 90,5
6 81,0
24 88,0
DBD 140 1 46,0
6 36,0
24 45,0
# Uikl = Y. g Rl g,

Osszsejtszam (kontroll)

A 7. napon mért dsszsejtszam alapjan szamitott novekedésgatlas, illetve
kor-faktor jél jelzi, hogy a szer hatasa mennyiben fiigg a tumorsejtpopulacié
proliferaciés iitemétsl. Tovabbi kisérleteinkben azonban olyan kiértékelési
rendszert valasztottunk, amely még jobban tiikrézi a szerek proliferacié-fiiggs
hatasat. Ezeket a vizsgalatokat elsGsorban a BCNU hatasanak igazolasara
végeztiik, tekintettel arra, hogy jelenleg igen kevés olyan daganatgatlé szer
ismeretes, amely a lassabban proliferalé tumor névekedését jobban gatolja,
mint a gyorsabban proliferaléét. Annak eldéntésére, hogy ez a hatas csak a
BCNU-ra vagy a nitrosoureakra altalaban jellegzetes-e, elGbbi hatasat 6ssze-
hasonlitottuk a CCNU és MeCCNU hatasaval. A dézishatasgorbék (melyeknél
a dézis fiiggvényében a 7. napon mért novekedés-gatlast tiintettiik fel a kont-
roll szazalékaban) arra utalnak, hogy e harom, szerkezetileg egymashoz igen
kozelallé szer, eltér6 médon befolyasolja a kiilonb6z8 sebességgel novekedd
NK/Ly ascites tumort (3. abra). A MeCCNU mérsékelten a 4 napos, a BCNU
kifejezetten a 10 napos tumort gatolta jobban, mig a CCNU ilyen megkiilon-
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3. dbra. Citosztatikumok hatdsa a 4 (O)és 10 (@) napos NK/Ly ascites tumorra. (A fiiggdle-
ges tengelyen a novekedés-gdtldst tiintettiik fel, amelyet a retranszplantéci6é utdni 7. napon
mért Gsszsejtszdm adatokbél szdmitottunk).

Kezelt/Kontroll

4. abra.

0.0

L0

0,01

L HiEe g 1

5 1

Dozis (mg/kg )

Nitrosouredk hatésa kiilonb6z6 kora NK/Ly ascites tumorra.

(M = MeCCNU, C = CCNU, B = BCNU)
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béztetést nem mutatott. A harom szer hatasidnak 6sszehasonlitasakor (4.
abra) jol lathaté, hogy a 10 napos tumort az alkalmazott dézis-tartoméanyban a
nitrosoureak lényegében egyformén befolyasoltak, ugyanakkor a 4 napos tumor
esetében mar jelentds eltérések voltak, mégpedig a MeCCNU mutatta a leg-
kifejezettebb, mig a BCNU a legenyhébb hatast.

Megbeszélés

A tumorok és normal szévetek proliferaciés aktivitasa és hatéanyagokkal
szembeni érzékenységiik osszefiiggésének tanulméanyozasa, mind az djabb
daganatellenes szerek eldallitasa, mind a mar ismertek hatékonyabb — elsé-
sorban kombinaciékban torténé — felhasznélasa szempontjabol egyarant
fontosnak itélhet6 meg.

Vizsgalataink sordn a proliferaciés iitem és therdpias valasz osszefiiggésé-
nek tanulmanyozasat tiztiik ki célul, testobjectumként NK/Ly ascites tumort
hasznalva. El8z6ekben ramutattunk arra, hogy a tumor névekedési iiteme
transzplantéaciéjat kovetden fokozatosan lelassul, hasonléan a solid tumorok-
hoz. Ellentétben azonban az utébbiakkal, ahol a nem, vagy lassan proliferalé
sejtek fokoz6dé aranya,illetve a sejtveszteség emelkedése felelds ezért a las-
suldsért, az ascites tumoroknal — igy esetiinkben is — a sejtciklus tartamanak
megnyilasa a dont§ tényezd (Lapis és mtsai 1973, Kopper és mtsai 1974,
Jeney és mtsai 1975). Természetesen nemcsak a sejtciklus atlagos tartama,
hanem a ciklusidé populacién beliili ingadozéasa is rendkiviil megnd, jelezve
az egyre lassabban proliferalé sejtek mind nagyobb részvételét. Az altalunk
hasznalt rendszer esetében a daganatsejtek legtobbje tehat sejteiklusban volt,
azonban a valasztott sejtpopulacidk (4 és 10 napos tumor) mind sejtkinetikai,
mind biokémiai és morfolégiai téren jelentdsen eltértek egymastol.

Vizsgalati rendszeriink kiilonbozik tehat az eddig zommel alkalmazot-
taktdl annyiban, hogy nem a proliferals és nem-proliferals sejtek érzékenységé-
nek osszevetésére nyidjt médot, hanem ugyanazon tumor életének kiilonbsz8
novekedési litemét mutaté szakaszait veti 6ssze a kemoterapias érzékenységgel
(IV. Tablazat).

E megkozelitési médot elényoésnek tartjuk elsésorban azért, mert a
proliferalé és nem-proliferals sejtek elkiilonitése (és igy a novekedési frakeié
meghatarozasa) kiilonésen a daganatoknal nagymértékben fiigg az alkalmazott
modszert8l és még ma sem bizonyitott, hogy nem-proliferals sejtek egyaltalan
léteznek-e. Valészintbb, hogy a daganatsejtek a proliferaciés iitem tekinteté-
ben igen széles eloszlast mutatnak és az igen lassan proliferalék nyerik el a
,.nyugvo”’ sejt elnevezést. igy olyan rendszerek alkalmazésa, melyben gyorsan
proliferalé sejtek érzékenységét hasonlitjak 6ssze biztosan nyugvoé sejtekével
(csontveldi stem-sejtek, Gl-ben blokkolt sejtek, szovettenyészetek plateau-
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IV. Tablazat

141

Daganatgatlé szerek proliferacié-fiiggd hatdsanak vizsgdlatéhoz haszndlt rendszerek

Szerzd(k) (gyol::::lif;:.éolﬁfe,ﬂé) Neml;rzrigg;"illzssan Kezelés tartama | Kiértékelés médja
Bruce és mtsai transzplantalhaté normal csontveld 24 6ra CFU
(1966) lymphoma
Wilcoff és mtsai L 1210 leukemia L 1210 leukemia | kiilonbozs in vivo bioas-
(1971) (in vitro) expo- | (in vitro) plateau | ideig say (tulélés)
nentialis fazis fazis
Valeriote és Tolen | transzplantéilhaté normal csontveld | 24 éra CFU
(1972) lymphoma
van Putten és mtsai | normél csontveld normal csontvelé | 16 o6ra CFU
(1972) stimuldlva sugéar-
depletioval
Lin B lymphocyta sti- | B lymphocyta 4 nap PFU
(1973) mulédlva birkavé- .
rosvértesttel
Hagemann és mtsai | P 8152 masto- P 815X2 masto- | 15 perc in vitro colonia
(1973) cytoma cytoma
(in vitro) expo- | plateu fazis
nencidlis fazis
(ascites) 2— 5—10. nap
(solid) 6—10—18. nap
Barranco és mtsai | Chinese hamster CHO HA 1 1 6ra in vitro colonia
(1973) ovarium (CHO) | sejtek
HA 1 sejtek
Hahn és mtsai exponentialis fa- | plateu fazis
(1974) zis
Tobey és mtsai Chinese hamster CHO 2 ora in vitro colonia
(1975) sejtek complett isoleucin-deficiens
F 10 mediumban mediumban
Kopper és mtsai NK/Ly ascites tu- | NK/Ly ascites tu- 1 6ra in vivo bioas-
mor 4. nap mor 10. nap say (Osszsejt-
szam)

fazisa) feltehetfen kevésbé tiikrozik a tumorszévetben jelenlevd valédi vi-
szonyokat, mint olyan rendszer, amelyben a sejtek proliferaciés aktivitasa
eltérd ugyan, de nem az el6bb emlitett szélsGséges médon.

A daganatgitlo szerek proliferacio-fiiggé hatasanak vizsgélatakor nyert
adatok ésszehasonlithatésaganak egyik f6 problémaja, hogy a kiilénb6z8 szerzdk
eltérd rendszereket és rendszerint valtozé kezelési idtaramokat alkalmaznak
(IV. Tablazat), amely magyarazhatja azt, hogy egyes szerek a kiilonboz6
csoportositasokban nem mindig azonos elbiralas ala esnek hatéasuk proliferacio-
fiiggGsége tekintetében. A kezelési idGtartam szerepét tekintve Hahn és mtsai
(1973) pl. kimutattak, hogy 2 éras cyclophosphamid, 5-FU és Bleomycin
kezelés utan a sejtpusztité hatas lényegesen nagyobb, mint 24 é6ras kezelést
kovetGen. Kisérleteinkben 1, 6 és 24 6ras kezelés utan vizsgaltuk a DBD és
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DMDAT hatésat, azonban e szereknél kezelési idGtartamtél valé fiiggdséget nem
észleltiink. Vizsgalataink soran 1 6ras kezelési id6t valasztottunk elsgsorban
azért mert el akartuk keriilni, ill. csokkenteni a retranszplantécié eldtti id§-
szakban a repair-mechanizmusok mikédését. E rovid kezelés jogossagat ta-
masztotta ala egyik kordbbi megfigyelésiink is, mely szerint jelzett DBD és
DAD mar 10 perccel a kezelés utdn maximalis beépiilést mutatott az ascites
tumorsejtekben (Kopper és mtsai 1975).

A citotoxikus hexitolok kéoziil vizsgalati rendszeriinkben az R—52
novekedést gatléo hatast nem mutatott. El§z6ekben kimutattuk, hogy ez a
szer képes az NK/Ly és Sy,-ascites tumorok novekedését lassitani, a tumorsejtek
atlagos ciklusidejét megnydjtani (Lapis és Kopper 1971). Elképzelhetd, hogy a
hosszan tarté kezeléssel szemben 1 6ras kezelést kiovetSen csak kismértéki
sejtpusztulas vagy sejtkarosodas jott létre, amely a retranszplantécié utan a
repopulalédas, illetve reparacié sordn gyorsan kompenzilédott. Az R—74 az
alkalmazott dézisokban gatolta mindkét, de valamivel jobban a 4 napos tumor
proliferaciéjat. A gyorsabban névekedé tumorra kifejtett preferencialis hatas
még jobban érvényesiilt a DBD-vel tortént kezelés utan. E proliferacié-fiiggs
hatéssal kapcsolatban érdemes megemliteni, hogy a DBD a biokémiai vizsga-
latok szerint erételjesen kotddik a sejtosztédas szabalyozasaban feltehet8en
kules-szerepet jatszé savanyd magi fehérjékhez (E. Institoris és mtsai 1974,
Jeney és mtsai 1975). Ugyanakkor az is kimutatast nyert, hogy az NK/Ly
ascites tumor ndvekedése soran az egyes chromatin frakciok preferencialis
jeloldésében kiilonbségek mutathaték ki (Jeney és mtsai 1975). A DBD-hez
hasonlé hatast mutatott a savanyd magi fehérjékhez még er&sebben kotdds
DAD. A mind mezil-csoportokat, mind epoxid struktirdkat egyarant tartal-
mazé6 DMDAI proliferacio-fiiggd hatast nem mutatott, bar az alkalmazott
dézisokban jelent8sen gatolta a tumorsejtek novekedését. Hatdsmechanizmusa
nem ismert még pontosan. Csanyi és Halasz (1973) Yoshida s.c. sarcomaban a
DNS-szintézis gyors csokkenését észlelték a kezelést kovetSen, mig Lapis és
mtsai (1975) NK/Ly ascites tumorban a kezelés utani korai iddpontokban a
jelolddési index és a mitézis index csokkenése mellett mind a DNS, mind az
RNS szintézisének ratajaban gatlast figyeltek meg.

A nem hazai eldallitasi szerek koziil az 5- FU lényegesen jobban gatolta a
gyorsabban proliferalé 4 napos tumort, mint a 10 napost. Ez a hatas varhaté
volt, tekintettel arra, hogy az 5-FU a timidilat-szintetdze enzim géatlasa révén
a DNS szintézist, az S-fazisban levé sejteket blokkolja és mind a DNS-szintézis
iiteme, mind a jel6l6dési index a 4 napos tumorban magasabb, mint a 10
naposban. — A Cyclophosphamid lényegében egyforman befolyasolta a kiilon-
b6z6 korban kezelt tumorokat, ellentétben mas megfigyelésekkel, melyek
szerint a gyorsabban proliferalé tumorok érzékenyebbek e szerrel szemben,
mint a lassabban névekvék (Bruce és mtsai 1966). A Cyclophosphamid hatéasa
utébbi esetben oly médon érvényesiil, hogy elsGsorban a proliferalé sejteket
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gatolja, mig a nem-proliferalékat kevéshé vagy egyaltalan nem, és igy terapias
effektusa a magas novekedési frakeiéji tumoroknal a legkedvezdbb. Esetiink-
ben az ascites tumorsejtek zome proliferalt, a novekedési frakciéban a 4 és 10
napos tumor kozott csak kis eltérés mutatkozott, ezért a Cyclophosphamid
— pusztan sejtkinetikai meggondolasokbél — jogosan mutatott hasonlé
gatl6 hatast a két kiilonb6z8 kord tumorban.

A szerkezetileg igen hasonlé nitrosoureik e kor-fiigg6 rendszerben igen
kiillonboz8képpen viselkedtek. E vegyiileteket potencialis alkilalé szereknek
tekintik, ezért feltételeztiik, hogy hatasuk kézel egyforman érvénmyesiil a
kiilonb6z8 kord tumorokban. A dézishatas-gorbék adatai azt mutatjak, hogy a
harom szer elsGsorban a 4 napos tumorra kifejtett gatlas tekintetében tért el
egymastol. Feltételezhetjiik, hogy a kiilonbség hatterében a szerek okozta
karosodas eltérd mértékli reparaciéja all. Igen fontosnak latszik a BCNU
lassabban proliferalé tumorra kifejtett preferencialis hatasa, mivel ez a tulaj-
donsag egyrészt lehet§vé tenné az alacsonyabb névekedésd frakceiéji (azaz
nem vagy igen lassan proliferalé sejteket nagy mennyiséghen tartalmazd)
malignus tumorok jobb befolyasolasat, masrészt a legtébb rosszindulatd
daganatoknal gyorsabban proliferdlé normal szévetek (csontveld, bél) és a
tumor kozotti szelektivebb sejtpusztité hatas elérését. Az irodalomban igen
eltérd adatokat talalunk a BCNU proliferacié-fiiggd hatasaval kapcsolatban.
Egyes szerzdk a lassan (Barranco és mtsai1973), masok a gyorsan szaporodé
sejtpopulacick fokozottabb BCNU érzékenységét figyelték meg (vanPutten
és mtsai 1972), mig Thacher és Walker (1968) ilyen eltérést nem talltak.
Hagemann és mtsai (1973) a P815X 2 mastocytoma sejtek szévettenyészeti
és ascites formainal lassabban proliferalé tumor fokozott BCNU érzékenységét
észlelték. Hahn és mtsai (1974) szerint in vitro viszonyok kozdtt a serum-
koncentracié igen fontos tényez§ és pozitiv iranyban tolja el a terapias hatast.
Tobey és mtsai (1975) megerdsitik a BCNU nyugvé sejtekre kifejtett elényos
hatésat, de vitatjak a Hahn és mtsai (1974) altal feltételezett serumkoncentra-
cié6 szerepét. ,

A dézishatas-gorbéket analizalva feltlinik, hogy a gorbéket az alacsonyabb
dézisoknal megjelend ,,vall” jellemzi, amely kiilonosen kifejezett a DAD
idgsebb, valamint a BCNU fiatalabb sejtpopulaciéra gyakorolt hatasanal.
Feltételezhetd, hogy ez a jelenség a szerek okozta sublethalis kdrosodas repara-
ciéjat jelenti (Elkind és Sutton 1960), azonban felt{ing, hogy ez nemcsak a
lassan proliferalé sejteknél talalhaté, mint azt van Putten és Lelieveld (1970,
1971) kiilonboz6 alkilalé szerrel tortént kezelés utan is észlelte, hanem a gyor-
sabban proliferdloknal is, mint ahogy azt eredményeinkhez hasonléan Hage-
mann és mtsai (1973) BCNU kezelés utan talaltak gyorsan proliferalé szovet-
tenyészeti és ascites tumor sejteknél. Tovabbi vizsgalatot igényel annak eldon-
tése, hogy a kiilonb6z8 novekedési rataji sejtpopulacidk repair-mechanizmusai
azonosak-e vagy kiilonbéznek egymastdl.
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A kor-fiiggd rendszeren végzett kisérleteink eredményeit 6sszefoglalva,
a szerek harom csoportjat kiilonithettiik el:

— proliferacié-fiiggést nem mutaték (Cyclophosphamid, DMDAI, CCNU)

— a gyorsabban proliferalé tumort jobban gatlék. (DBD, DAD, 5-FU,
McCCNDU)

— a lassabban proliferalé tumort jobban gatlok (BCNU)

(a tobbi vizsgalt szerrel kapesolatban a proliferacié-fiiggés nem allapithaté

meg egyértelmiien).

Vizsgalati adataink egyértelmiien bizonyitjak, hogy vannak olyan szerek,
melyek hatasat a sejtpopulacié aktualis névekedési sebessége lényegesen be-
folyasolta, mig masokét nem. Tekintettel arra, hogy emberi tumorok esetében
is szdmolnunk kell a legkiilonb6z8bb proliferaciés rataji daganatokkal,
ugyanazon daganaton beliil kiilonb6z§ proliferaciés aktivitasd sejtpopulécidk-
kal, a novekedési rita spontan és mesterségesen el8idézett (pl. terapias beavat-
kozas) valtozasaval, jogosan vet8dik fel a szereknek a sejtproliferacié iitemétdl
fiiggé hatasanak fontossaga.

Eredményeinkkel kapcsolatban sziikségtelen hangsiilyoznunk, hogy in
vivo kériilmények kozott az optimalis kezelési séma, nemesak az adott agens
sejtkinetikai, hanem biokémiai, farmakolégiai és toxikologiai jellegzetességeitél
is fiigg, valamint ezeknek a normal és tumoros szovetet illetd eltéréseitdl.
Természetesen nem varhatd, hogy a kiilonboz8 kisérleti eredmények kozvet-
leniil alkalmazhaték legyenek az optimalis klinikai kezelés megtervezésére.
Ennek egyik oka a kisérleti és human tumorok kézott fennallé kiilonbség,
melyek kikiiszobolésének vagy csokkentésének egyik médja lehet a human
tumorok kézvetlen vizsgalata. Ennek ellenére a klinikai gyakorlatban igen
fontos lehet és szdmos esetben vtmutatéul szolgilhat a kemoterapias szerek
kisérletesen meghatarozott, kiillonb6z8 kezelési sématél és elvektdl fiiggd
hatasanak ismerete.

Osszefoglalds

Szerz8k az NK/Ly ascites tumor novekedési iiteme és kemoterapias
érzékenysége kozotti osszefiiggést vizsgaljak in vivo kériilmények kozott dn.
,,kor-fiigg8” rendszeren. A citosztatikus szerekkel torténé kezelést 4 és 10
napos tumoron végezték, melyekrdl elgzetesen kimutattak, hogy sejtkinetikai,
biokémiai és morfolégiai jellegzetességeik alapjan egymashoz viszonyitva rela-
tive gyorsan,illetve lassan proliferalé sejtpopuldciéknak felelnek meg. 1 6ras
kezelési idtartam utan a sejteket 1ij allatokba 107 sejtszdmmal retranszplan-
taltak és az djrandvekedd tumorok proliferaciés titemét vizsgaltak. A noveke-
dés-gatlas meghatarozasara a retranszplantacié utani 7. napon észlelt 6ssz-
sejtszam értékeket hasznaltak. Eredményeik azt mutatjik, hogy a citosztati-
kus szerek hatasa kiilonboz8képpen fiigg a daganat névekedési iitemétél:
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a) elsdsorban a gyorsabban proliferalé tumorra fejtette ki hatasit a DBD,
DAD, 5-FU, MeCCNU,

b) elsGsorban a lassabban proliferalé tumort gatlé a BCNU,

c) nem mutatott proliferacié-fiigg6 hatést a Cyclophosphamid, DMDAI,
CCNU.
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Az 618 szervezetekben kotott és szabad formaban egyarant elgfordulé
N-metilezett, bazikus aminosavak (N-¢-metilezett lizinek, NC-metilezett argini-
nek, imidazol-N-metilezett hisztidinek) biolégiai funkeciéjarsl még nagyon keve-
set tudunk (Paik és Kim 1971; Tyihak és mtsai 1976a). A legtébb ismeretiink
— az utdébbi évek biolégiai vizsgalatai alapjan — az N-e-metilezett lizinek
ko6zé tartozé N-e-trimetil-L-lizinrgl (L-lizin-betain; TML) van. El§z8 kisérle-
teinkben azt észleltiik, hogy TML kezelés hatasara a daganatos és nem dagana-
tos sejtpopulédciék dn. ,,nyugvé” allapotban levd sejtjeinek egy része a DNS-
szintézis, majd a sejtosztédas fazisaba keriil (Szende és mtsai 1970; Kopper és
mtsai 1971; Stotz és mtsai 1974). Masik jelent8s megallapitds az, hogy a
biolégiai fehérje-metilezés termékeként szabadon is eléfordulé TML-bsl a
zsirsav-anyageserében kiilonosen fontos szerepet jatszé karnitin képzddik
(Tanphaichitr és Broquist 1973; Cox és Hoppel 1973; Villanueva és Lederer
1975).

A TML sejtproliferaciét fokozé hatasdban szerepet jatszé tényezdk
koézelebbi megismerése céljabdl tanulmanyoztuk a SH-TML beépiilését, megosz-
lasat és atalakulasat az NK/Ly ascites tumoros sejtekben.

A SH-TML-el végzett eddigi vizsgalatok kimutattik, hogy az egerek i.p.
kezelését kovetd els6 két 6raban a beadott TML 709,-a kiiiriil és ezen beliil a
809, pedig valtozatlan formaban a vesén keresztiil valasztédik ki. A TML

. clearance értéke az inulinhoz kézel all6, mely arra utal, hogy az a tubulusokbdl
nem reabszorbealédik (Lower és mtsai 1974).

Anyag és médszer

Metilezett lizinek elodllitdsa: 1,82 g L-lizin-hidrokloridot 18 ml vizben oldot-
tunk és 660 mg bazikus réz-karbonat hozzdadasa utin keverés kozben fél-
orat 100 °C-on tartottuk. A reakcidelegyet lehtitottitk és 0 °C—5 °C kézott
egyszerre becsepegtettiink 12 ml 109%,-0s natrium-hidroxid oldatot és 3,78 g
dimetil-*H-szulfatot (fajlagos aktivitas 258,2 mCi/mmél) 45 perc alatt. Ezutan

Oryostudomdny 27, 1976



148 LAPIS KAROLY

tovabbi 4 érat kevertettiink ezen a hGmérsékleten. A reakcidelegyet 3 x 30 ml
éterrel extrahaltuk. A vizes fazist vizsugarvakuumban valé szivatassal éter-
mentesitettiik, majd Dowex 50 gyantaoszlopon vezettiikk at. Ezutan 1000 ml
vizzel mostuk a gyantaoszlopot, majd 2,5%-0s amménium-hidroxid oldattal
elualtuk — a rézionok a gyantan megkétédve maradtak. Az eluatumot 40—
50 °C kozotti hdmérsékleten vizsugarszivattyin beparoltuk. 2,58 g sarga szind,
olajos anyag maradt vissza, amelyet 3 ml vizben oldottunk és 2,9 g fumarsav
50 ml alkoholos oldatdnak hozzdadéasaval a TML-fumaratot — egy éjszakai
hiit6szekrényben val6 allas utan — kisziirtiilk. A nyert termék silya: 1,85 g.
O.p.: 142—145 °C. Fajlagos aktivitas: 221,35 mCi/mmdl.

A nem radioaktiv N-e-metilezett lizineket [(N-e-monometil-L-lizin HCI
(MML), N-g-dimetil-L-lizin HCl (DML), N-e-trimetil-DL-lizin-2-HCl (TML)]
szintézissel allitottuk el§ (Puskas és Tyihdk 1969; Benoiton 1964; Matsuoka
1972).

Az L-lizin HCl a REANAL Finomvegyszergyar (Budapest) és az L-carnitin
HCl a PIERCE Chemical Co. terméke volt.

SH-TML vizsgdlata sejtfrakciokban: NK/Ly ascites tumort 5 X 10° sejtszammal
i.p. transzplantiltunk CFLP néstény egerekre, amelyeket préselt tapon
(LATI) és csapvizen tartottunk. 8—10 nappal a transzplantécié utan az allato-
kat 80 mg/kg *H-TML-el, fumarattal i.p. kezeltiik, amely 58,16 mCi/kg-nak
felel meg. Kisérleteinkhez osszesen 120 egeret hasznaltunk, a vizsgalt id6épon-
tokban csoportonként 4—7 egeret gaznarkézisban megéltiink. Az eltavolitott
szerveket (agy, maj, csontveld) és a lecentrifugalt tumorsejteket hideg, 0,99,
NaCl oldattal mostuk és nedvessilyukat meghataroztuk.

Minden szévethdl 0,1 g/ml-es szuszpenziét készitettiink fiziologias NaCl-
oldattal, illetve a cytoparticulumok elgallitasahoz 0,25 M szacharozeval teflon
fejes Potter-homogenizatorban. A tumorsejtekb§l Beckman L—2 ultracentri-
fugaban differencial-centrifugalassal cytoparticulumokat allitottunk eld; to-
vabbi tisztitas nélkiili magot 600xg-vel 10 percig, mitochondriumot 15 000xg-
vel 20 percig, a mikroszémat 105.000xg-vel 60 percig iilepitettiik. Kromatint és
nukleoluszt Bhorjee és Pederson (1973) médszerével allitottunk el6. A homoge-
natumok és a cytoparticulumok feldolgozasat Scotr (1956) médszere szerint
végeztiik. A sorrendben hideg 0,5 N PCA-val (4 °C), alkohol-éter (3:1, v/v)
elegyével, N NaOH—6 N HCI (5:1, v/v) elegyével, 0,5 N forr6 PCA-val (70 °C)
és 0,1 N NaOH-val készitett frakciok az alacsony molekulasilyd anyagokat
(;,poolt”), lipideket, RNS-t, DNS-t és fehérjéket tartalmaztak. A radioaktivi-
tasat folyadék szcintillaciés spektrométerrel (Beckman LS-100 C) mértiik,
toluol-2-etoxyetanol alapanyagi szcintillator folyadékban, a dpm-re torténé
atszamitas a kiils6 standard médszerrel tortént (Kopper és mtsai 1976,
Higoshimura és mtsai 1962). A fehérje-meghatéarozast Lowry (1951) médszerrel,
mig a DNS-meghatarozast Burton (1956) médszerével, az RNS-t pedig OD -

on mértiik.
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Analitikai médszerek: A SH-TML atalakulasanak vizsgalatara az egyes szovet-
frakciokat vékonyréteg-kromatografiaval vizsgaltuk 0,25 mm vastag Kieselgel
(G) rétegen, amelyen desztillalt vizet futtaté szernek hasznalva a metilalt
lizinek elkiilonithet6k egymastél (Tyihak és mtsai 1976). A 13 cm-es futas utan

megszaritott rétegrél centiméterenként — a futds iranyara merdlegesen — a
Front
=
@
® S
=
@
@
Start
1 2 3 (A 5 6 7
1.Lys; 2.MML; 3.DML; &4.TML; 5.Carnitin;
6.Betain; 7. 7
Q@@ ninhidrin -pozitiv @D ninhidrin es

e Dragendorff- pozitiv
€& Dragendorff -pozitiv

1. abra: Metilalt-lizinek elvalasztdasa vékonyréteg-kormatografian.
Réteg: Kieselgel G. Futtatds: deszt. viz. Lys: L-lizin-HCl, MML: N-e-monometil-L-lizin,
DML: N-e-dimetil-L-lizin, TML: N-g-trimetil-DL-lizin-HCI.

rétegsavokat lekapartuk és a rétegporok radioaktivitasat szcintillaciés spektro-
méterrel mértiik. A rétegsavokat 2 ml vizben szuszpendaltuk és a szuszpenziés
Aerosol MA tartalmi szcintillatoroldatba vittiik, és a radioaktivitast szcintil-
laciés spektrométerben mértiik (Szarvas és mtsai 1971).

Mas esetekben a radioaktivitast mutaté metabolitok kémiai természeté-
nek jellemzésére a réteget ninhidrin-reagenssel (0,2 g ninhidrin 80 ml methanol
és 20 ml 969,-0s ecetsav elegyében +0,05 g CuSO, 5 H,0; 100 °C-on melegités
10 percig), vagy etilacetat tartalmi Dragendorff-reagenssel (Tyihak és Vag-
ujfalvi 1970, Tyihak 1975) fidjtuk be (1. abra).

Eredmények

A 3H-TML aktivitisinak eloszlisa NK/Ly ascites tumoros egér kiilonbozo
szerveinek frakciéiban

Az 1. tablazat a radioaktivitas valtozasat mutatja a “H-TML kezelés
uténi kiilsnb6z8 idépontokban az NK/Ly ascites tumorsejtben és annak kémiai
frakciéiban. Az egész sejt vizsgilatakor legnagyobb radioaktivitast a kezelés
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utani masodik 6raban észleltiink, ezzel szemben a DNS és a fehérje frakcioban
a kezelés utani 6. 6raban volt a maximalis beépiilés. A 48 oras megfigyelési id6
alatt az egyes frakciok radioaktivitasanak a csokkenése eltérd képet mutatott.
A kezelés utani 2. 6ratél kezdve a hideg perklérsavval extrahalhaté dn. ,,pool”
frakci6 allandéan csokkent, ugyanakkor a lipid frakciéban a 24. éra, a nuklein-

I. Tablazat
Radioaktivitis idébeli viltozdsa *H-TML-el kezelt NK/Ly tumoros sejtekben

T 6 [6rdban]
e 0,5 2 6 12 24 48
Frakeié T

~—

Savban oldédé 4.893 000 14311 960 2 214 580 738 320 392 760 158 360
41 731 360 41731360 | +727500 | £+96500 | +61750 | 424 726

Lipid 148 680 616 760 87 760 42 080 27880 | 30200
+80 075 4201080 | 425750 | +9825 | +7800 | +12400

RNS 28 585 145 040 53 580 21 880 21 520 22 560
+8 1750 +1600 | 4+20200 | +3900 | +2245 | 410800

DNS 26 660 10 380 32 600 14 060 13 560 14 560
+11 800 £350 | 414675 | £4635 | 16830  +8100

Fehérje 19 670 14 475 21 000 11 400 8 585 8 220
+8 200 +1275 +5850 | +3270 | +1970 | +4020

Osszesen | 5116595 | 15098615 | 2409520 | 827740 | 464305 | 238900
+£1930000 | £1927505 | £240750 | +96500 | 54000 | 46 200

Megjegyzés: 25—30 g salyt CFLP néstény egereket 5x 10¢ NK/Ly ascites tumorral transzplan-
taltunk. 10 nappal késébb 80 mg/kg SH-TML-el i. p. kezeltiik Gket (részletesebben
l4sd Anyag és modszer fejezetben). Id8pontonként 4—6 4llatbél tortént a rddioakti-
vitds meghatdrozdsa. Eredményeket 1 g nedves sialy tumorra vonatkoztatva dpm-
ben fejeztiik ki. + = S. E.

sav és fehérje frakciokban pedig 12. 6ra utan mar gyakorlatilag nem valtozott
a radioaktivitas. A sejtekben levd radioaktivitas tdilnyomé része a vizsgalt
idépontok mindegyikében a PCA-ban old6dé, tin. pool frakciéban talalhaté,
tehat szabad formaban, makromolekuldhoz nem tarsultan. A savban nem
0ldédé csapadékbél az egymast kévet8 kivonasokkal -elGallitott lipidek,
nukleinsavak és fehérjék a sejtben lev§ 6sszes radioaktivitasnak egyre kisebb
szazalékat tartalmazzak. Ezért arra lehetne gondolni, hogy a TML a sejtekben
kizarélag szabad formaban van jelen és a makromolekuldkhoz csak adszorbea-
lédnak, igy a TML-t csak szennyezésként tartalmazzak. A makromolekuldkat
tartalmazé frakciékban észlelt kis mennyiségli aktivitis azonban mégsem
tekinthet§ kizardlag a savban 0ld6dé frakeié nem kielégit8 eltavolitasa miatti
maradékanak, mivel a kezelési id6 elGrehaladtaval a makromolekulakhoz
tarsult radioaktivitas viszonylagosan emelkedik, tovabba az egyes frakciok
radiokromatografias vizsgalata eltér§ szerkezethez tartozé radioaktivitasra

utal (II. tablazat, 2, 3, 4, 5, 6. abra).
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II. Tablazat

3H-TML szdzalékos megoszlisa mdj, agy, csontvel6 és NK|[Ly ascites tumor sejtfrakcisi kozote

Szdvet b vl By Lipid RNS DNS Fehérje | Osszesen

Maj 0,5 96,13 3,10 0,43 0,08 0,20 1009,
2,0 95,50 3,15 1,10 0,10 0,10 1009,

6,0 93,64 4,88 0,59 0,23 0,60 1009,

24,0 91,26 6,32 0,88 0,24 1,21 1009,

Agy 0,5 | 94,97 4,42 0,38 0,08 0,13 | 1009
2,0 93,95 4,67 0,54 0,29 0,54 1009,

6,0 91,70 6,64 0,88 0,18 0,50 1009,

24,0 88,18 8,26 1,52 0,31 1,69 1009,

Csontvel6 0,5 98,02 1,60 0,24 0,10 0,04 1009,
2,0 97,00 3,75 0,24 0,48 0,30 1009,

6,0 88,39 3,75 1,75 6,21 1,95 1009,

24,0 73,94 12,23 2,56 9,82 1,43 1009,

NK/Ly tumor 0,5 95,66 2,89 0,55 0,52 0,38 1009,
2,0 94,78 4,11 0,96 0,06 0,09 1009,

6,0 92,00 3,53 2,22 1,33 0,92 1009,

24,0 84,55 6,00 4,65 2,93 1,87 1009,

Megjegyzés: Kezelés és feldolgozds ugyanigy, mint az I. tdbldzatban feltiintetett kisérletben
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T 5 10 13 cm
Start _— Front

2. gbra: NK/Ly ascites tumorsejtek hideg Perklérsavas kivonatdnak radiokromatogramja
a SH-TML kezelést kovetd 2. rdaban. Réteg: Kieselgel G. Futtatds: deszt. viz.
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3. @bra: NK/Ly ascites tumorsejtek alcohol-éteres kivonatdnak radiokromatogramja a 3H-
TML kezelést kovets 2. 6raban. Réteg: Kieselgel G. Futtatds: deszt. viz.
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4. dbra: NK/Ly ascites tumorsejtek RNS-t tartalmazé kivonatdnak rddiokromatogramja
a SH-TML kezelést kovetd 2. érdban. Réteg: Kieselgel G. Futtatds: deszt. viz.
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5.dbra: NK/Ly ascites tumorsejtek DNS-t tartalmazé kivonatinak ré&iokromatogramja
a 3H-TML kezelést kovetd 2. 6rdban. Réteg: Kieselgel G. Futtatds: deszt. viz.
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6. abra: NK/Ly ascites tumorsejtek fehérjét tartalmazé kivonatdnak radiokromatogramja
a SH-TML kezelést kovets 2. 6raban. Réteg: Kieselgel G. Futtatds: deszt. viz.
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A SH-TML kézel azonos mértékben épiilt be a kiilonb6z6 szovetekbe.
Jelentds eltérést csupan a vese és az agyszovet vizsgalatakor észleltiink, mivel
az el6bbiben nagyobb, az utébbiban pedig kisebb volt a beépiilés, mint a tobbi
szévetben (maj, 1ép, tids). Az egyes szovetekbdl eldallitott frakcick kozotti
radioaktivitas-megoszlas tekintetében azonban a kiilonb6z8 sziovetek eltérd
képet mutattak, amely kiillsnosképpen két proliferalé (tumor, csontvels) és

két nem-proliferalé (maj, agy) dsszehasonlitasakor szembetting.

III. Tablazat

A radioaktivitds szdzalékos megoszlasa a *H-TML-el in vivo kezelt NK/Ly ascites tumor cytoparti-

culumaiban
Frakciék Savban oldédé Nukleinsav Fehérje

Mag 1 6ra 24 6ra 1 6ra 24 ora 1 éra 24 ora

0,99 3.2 4,2 25,8 16,8 35,5
Mitochondrium 5,30 3.6 35,0 33,9 16,7 30,7
Microsoma 0,77 1:9 30,5 20T 21,9 19,1
Hyaloplasma 92,90 91,3 30,3 12,6 44,6 14,7
Osszesen: 1009, | 1009 1009, 1009, 1009, 1009,

Megjegyzés NK /Ly ascites tumoros egereket (CFLP 20—25 g néstény) 10 nappal a transzplan-
tdncié utdn 80 mg/kg 3H-TML i. p. kezeltiik és a cytoparticulumokat az Anyag és
modszer fejezetben leirtak szerint vizsgdltuk.

A TI. tablazaton feltiintetett kisérleti adatok attekintésekor lathato,
hogy a kezelési id8 el6rehaladtaval a csontvel8ben és az NK/Ly ascites tumor-
ban jobban emelkedett a makromolekuldkhoz (kétott) tarsult radioaktivitas
relativ szdzaléka, mint a majban és az agyban. A maj- és agyszovet esetében a
fehérje frakeié, mig a csontveldben és a tumorban a fehérje és a nukleinsavakat
tartalmazé frakeiék mutattak a legnagyobb mértéki relativ felhalmozédast.
Kiilonosképpen kiemelendd a csontvel§ DNS-t tartalmazé frakeciéja, amelyben
a radioaktivitas relativ tartalma 24 éra alatt kozel szdzszorosara emelkedett.

A kévetkez§ kisérletben megvizsgaltuk a szabad és kotott formaban levé
radioaktivitas megoszlasat a differential centrifugalassal elGallitott egyes
cytoparticulumok kézott (III. tablazat). Az NK/Ly ascites tumor 3H-TML
kezelését kovetd 1. és 24. 6raban a savban oldédé frakeié 91—939%,-at a
105.000xg feliiliszéban, tehat a hyaloplasméaban talaltuk. A fennmaradé
7—99, legnagyobb része a mitochondriumban volt, azonban ez nagyobb
hanyadot képviselt a kezelés uténi els§ 6raban, mint a 24. éraban, mivel a
mag és a microsoma savban nem old6dé radioaktivitdsa ezen megfigyelési
idé alatt relative emelkedett. A forré perklérsavas frakeié, amely az RNS-

Orvostudomdny 27, 1976



N-g-SH-TRIMETIL-L-LIZIN VIZSGALATA NK/Ly ASCITES TUMOROS EGEREKBEN 155

és a DNS-t tartalmazza, az 1 orai kezelés utan egyenlen oszlott meg a mito-
chondrium, mikroszoma és a hyaloplasma kézott és csak kis hanyada (4,29,)
volt a maghan. Ez a megoszlas feltiinden megvaltozott a kezelés utani 24.
orara, mivel a magban lényegesen emelkedett, a hyaloplasméaban pedig csok-
kent a forré perklérsavval kivonhaté radioaktivitas relativ mennyisége.
Hasonléképpen a fehérjéhez tarsult radioaktivitas is eltérd megoszlast muta-
tott a *H-TML kezelés utani 1. és 24. éraban; korai idépontban a hyaloplasma,

IV. Tablazat

Radioaktivitas idébeli valtozasa *H-TML-el kezelt NK/Ly ascites tumor nukleolus és chromatin
nukleinsav frakciéiban

146 Nucleolus dpm/OD 4, 3}',‘;;,’3;‘;":
30’ 79,74-23,9 138,0+36,3
2 6ra 136,54-46,8 217,64-38,7
6 6ra 445,6+60,8 329,6+60,0
12 éra 396,2+94.9 389,6+33,0
24 o6ra 645,5+84,7 100,0+32,2

+ =85

a kés6bbiben pedig a mag tartalmazta a sejtben levd fehérjékhez tarsult
radioaktivitas legnagyobb részét.

Minthogy a sejtmag nukleinsav frakciéja (forré6 PCA) mutatta a radio-
aktivitas legnagyobb mértékii relativ emelkedését (hatszoros), részletesebben
tanulmanyozni kivantuk a nukleolusz és a kromatin nukleinsav frakciéinak
radioaktivitasat kiillonboz6 ideig tarté *H-TML kezelés utan (IV. tablazat).
Megallapitottuk, hogy a kezelést kovetd 2. 6raig a kromatin nukleinsav frakeio-
janak specifikus aktivitdsa nagyobb, mint a nukleoluszé. A 6. 6raban azonban a
nukleoluszban ugrasszertien emelkedik a radioaktivitas és még a 24. éraban is
tovabbi emelkedés volt tapasztalhaté. Ezzel szemben a kromatin nukleinsav
frakciéja a 12. éraban észlelt legmagasabb érték utén a 24. 6rara mar a 30
perces érték szintjére csokkent.

Tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a *H-TML kezelés utan az egyes
sejtfrakciékban észlelt radioaktivitds a TML-b8l vagy annak atalakulasi
termékébél szarmazik. A TML és a vele rokon vegyiiletek kimutatéasara Kiesel-
gel (G) réteget alkalmaztunk, amelyen desztillalt vizes futtatassal a lizin és a
harom N-e-metilezett szdrmazéka jol elkiilonithetd. Ebben a rendszerben a
TML a start felett, a karnitin pedig 0,5 Ry értéknek megfelel§ helyen jelent-
kezik. Egyébként az 6sszes tobbi aminosav a rétegkromatografias rendszerben
a rétegmezd fels§ harmadaban helyezkedik el (1. abra).
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Megallapitottuk, hogy a savoldhaté frakciéban, mely a sejt dsszes aktivi-
tasanak 84—949,-at tartalmazza, *H-TML mellett nagy mennyiségben mas
vegyiiletek is kimutathatdk, ezek koziil feltinének tartjuk azt, amelyik radio-
aktivitast 0,75—0,85 R; értéktartomanyban mutat, tovabba Dragendorff
pozitiv és Ninhydrin negativ reakciét ad (2. abra). A lipid, RNS és DNS

cpm x 103

— —
T 5 10 13 cm
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7. dbra: A sejtmentes ascites folyadék rddiokromatogramja a 3H-TML kezelést kovetd 2.
oraban. Réteg: Kieselgel G. Futtatds: deszt. viz.

frakciok rétegkromatogramjai nagyon vatozatos képet mutattak, s a pontos
azonositasokhoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek. A sejtek fehérje frakciojanak
ligos vagy savas hidrolizituméaban a radioaktivitas a TML-nek megfelels
helyen jelentkezett a radiokromatogramon (6. abra). Az ascites folyadék,
szérum és a vizelet vizsgilatakor a *H-TML valtozatlan forméban kimutathaté
volt. Az ascites folyadékban és a szérumban a TML mellett egyéb radioaktivi-
tast adé vegyiileteket is taliltunk, amelyek mennyisége meghaladta a TML-ét.
Ezzel szemben a vizeletben a radioaktivitas els§sorban TML formajaban talal-
haté és a 0,18, ill. 0,85 Ry értéki atalakulasi termékek csak kis hanyadat kép-
viselték a radioaktivitasnak (7., 8., 9. dbra). A vérszérum és a vizelet eltérd
radiokromatogramja arra utal, hogy a TML metabolitjai sokkal jobban reab-
szorbeal6dnak a vesékbdl, mint a TML.
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8. gbra: Szérum radiokromatogramja a 3H-TML kezelést kovet6 2. éraban.
Réteg: Kieselgel G. Futtatds: deszt. viz.
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9. dbra: Viziet rddiokromatogramja a 3H-TML kezelést kovets 2. érdaban.
Réteg: Kieselgel G. Futtatas: deszt. viz.
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Megbeszélés

El8z8 vizsgalatainkban megallapitottuk, hogy TML kezelés utani maso-
dik 6raban az NK/Ly ascites tumorsejtek nukleolaris RNS szintézise fokozddik,
a nukleoluszok megnagyobbodnak és szamuk megné. A DNS szintézis foko-
z6dasa a TML adagolas utani 18., a mitozisok sziméanak emelkedése pedig a
24. 6raban volt észlelhetd (Szende és mtsai 1976).

A 3H-TML-el végzett vizsgaltainkkal ijabb adatokat kivantunk szerezni
a sejtproliferaciét stimulaléo hatasi TML hatasmoédjara vonatkozéan.

A SH-TML atalakulasarél Lower és mtsai szamoltak be a kézelmiltban
(Lover és mtsai 1972, 1974, 1975), akik azt talaltak, hogy emberekben az i.v.
adott *H-TML jelentds része 2 6ra alatt valtozatlan formaban a vizelettel
kiiiriil, ugyanakkor kutyaban és egérben a MML és a DML nagyon jelentds
katabolizmusat figyelték meg.

Jelen vizsgalataink, amelyeket a metil csoportban jelzett TML-el végez-
tiink, ramutatnak a TML gyors atalakulasara és a radioaktivitas megoszla-
sanak iddbeli valtozasara az egyes sejtfrakciékban.

A TML-b48l szdrmazé radioaktivitas legnagyobb része (80—909,) a sejt
hyaloplasmajaban és szabad formaban taldlhaté. A TML 6 atalakulési terméke
Dragendorff pozitiv és Ninhydrin negativ reakciéval jellemezhetd, tovabba a
metilezett lizinektdl és a carnitintdl eltérd R, értéket mutat. Igy feltételez-
het§, hogy a TML 4atalakuldsidban meghatarozé szerepet jatszé tényezbk
(enzim?) az —NH, csoport oldalan, el6bb dezaminélissal, majd az vn. f-
oxidaciéval hasitjak a molekulat, a kvaterner csoportot hordozé molekularész
pedig érintetleniill marad. Tébb szerz§ hasonlé megfigyelésr6l szamolt be
mikrobakon, allati és emberi széveteken végzett vizsgalatok alapjan (Tanpha-
ichitr és Broquist 1973; Cox és Hoppel 1973; Villanueva és Lederer 1975;
Lower és mtsai 1975). Ezen atalakulasi termékek valészintleg igen reaktiv
jelleggel rendelkeznek s elképzelhetd kotddésitk a makromolekulikhoz vagy
részvételitk a biolgiai metilezésben. Erre utal egyébként az, hogy mig a 48
oras vizsgalati periédusban a szabad formaban levd radioaktivitas (savban
0ld6dé frakeié) a maximalis értékrél 19, -ra csokken, addig a makromolekula-
kat tartalmazé frakciokban ez a csékkenés lényegesen kisebb mértéki (lipid =
= 5%-ra, RNS = 159%,-ra, DNS = 459, -ra, fehérje = 399%,-ra). Ez a kiilénb-
ség nem magyarazhaté kizarélag az egyes frakeiék eltérd retinealé képességével
vagy lebomlasaval, mivel a DNS és a fehérje frakciéban a maximalis beépiilés
késébb kovetkezett be, mint a savban old6dé frakecié esetében. A sejtmag
kromatin és nukleolusz nukleinsav-frakciéjanak a vizsgalata a metil csoportok
kot6désének abszolit emelkedésére szolgaltatott bizonyitékot. Ezen adatok
alapjan arra lehet gondolni, hogy a hyaloplazmaban szabad formaban levd
., TML-metabolitok” a kezelési id8 elérehaladtaval, bar els§sorban az extra-
cellularis térbe jutnak, egy résziik reakciéba 1ép a sejt kiilonb6z8 makromole-
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kulaival. Ennek kévetkeztében a makromolekularis frakeiék (lipid, nukleinsav,
fehérje) az egész sejtben levd rakioktivitas nagyobb hanyadat képviselik a
TML kezelés kés6bbi idépontjaiban, mint a korabbiakban. A cytopartiku-
lumok vizsgalata soran arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy ez a felhalmo-
z6das, amely a hyaloplazma terhére torténik, a sejtmag és mitochondrium
fehérje frakciéjaban, de legkifejezettebben a sejtmag nukleinsav frakciéjaban
érvényesiil. Az egyes sejtfrakciokban észlelt radioaktivitas eltérd kromatografi-
as viselkedése kiilonbozé TML metabolitra, illetve kiilonb6zé molekulakhoz
valé kot8désre utal. A lipid frakciéban a carnitin jelenlétét valészintisiti a
radiokromatografias kisérletben végzett megfigyelésiink.

Lower és mtsai (1974) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a TML a
fehérjékbe nem épiil be, illetve annak mértéke 19, alatt volt. Rovid idejid
SH-TML kezeléskor mi is igen alacsony radioaktivitast mértiink a makromole-
kulakat tartalmazé frakciokban. A kezelési id6 elérehaladtaval azonban mar
lényegesen megnétt a sejtben levd 3H-TML-bdl szarmazé radioaktivitas
kotott, tehat makromolekulakhoz tirsulé formaban levé hanyada.

Felttinének tartjuk, hogy amikor a savban 0ld6dé tn. ,,pool” frakciéban
SH-TML-t valtozatlan formaban csak kis mennyiséghen tudtunk kimutatni,
a fehérje frakciok savas vagy ligos hidrolizaitumanak kromatogramja TML
jelenlétére mutatott ra. Ennek okat pontosan nem ismerjiik, a megfigyelés
elemzésénél két lehetdséget kivanunk figyelembe venni: a) A sejtbe jutott
TML kis hanyadat a fehérjeszintetizalo-rendszer gyorsan hasznositja, azaz a
polypeptid lancha beépiil, mig a TML molekulak nagy része metabolizalédik
vagy valtozatlan forméaban kitiriil. ) A TML kezelés utan a TML metabolitok
metilezik a mar szintetizalédott fehérjék —NH, csoportjait. Mindkét lehetd-
ségnél figyelembe veendd az, hogy a rétegkromatografias vizsgalatokat a 2.
6raban vett szovetmintak kivonataival végeztiik, s akkor a fehérje frakciokban
csak TML-t talaltunk. Lehetséges, hogy a fehérje frakciéknal tapasztalt
elhiz6do beépiilés viszont TML-metabolitok metilezésével allhat 6sszefiiggésben.

Bar vizsgalataink céljat képezi, munkank jelenlegi szakasziban nem
tudjuk megallapitani, hogy a TML biolégiai hatasa az eredeti molekulanak
vagy atalakulasi termékének tulajdonithaté, tovabba hogy ez a hatas melyik
sejtanyagcsere-ut befolyasolasan keresztiil jon létre. A TML proliferaciot ser-
kent§ biolégiai hatasaval ésszefiiggésben allhat az, hogy a gyorsan proliferalo
csontvel§ és tumorsejtek makromolekulai jobban visszatartjak, illetve idgvel
tobbet épitenek be aTML-bél, ill. annak metabolitjaibél, mint a nem-proliferalé
maj- és agyszovet sejtjei. Ezen megfigyelés kapcesolatban allhat azzal, hogy a
gyorsan proliferalé daganatos sejtek DNS-ében a metilalt bazisok elgfordulas-
gyakorisaga igen magas (Désai és mtsai 1971). A metilaciékban részt vevd
makromolekulak (DNS, fehérjék) kozelebbi megismerése és azok metilezGdésé-
nek a sejt proliferaciéjaban betoltott jelent§ségének a részletes tanulmanyo-
zasa jelenleg foly6 kutatasaink targyat képezik.
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Osszefoglalds

El§z8 vizsgalatainkban azt észleltiik, hogy a N-e-Trimethyl-L-lysin
(TML) a sejt proliferaciéjat daganatos és mormal sejtpopuléaciékban fokozni
képes. Jelen tanulmanyunkban megvizsgaltuk, hogy a *H-TML milyen mérték-
ben épiil be az NK/Ly ascites tumoros 4llatok egyes szerveibe, és hogyan oszlik
meg a kiillonb6z6 makromolekulakat tartalmazé sejtfrakeiék, valamint a dif-
ferencial-centrifugalassal nyert cytoparticulumok kozott. A SH-TML atalakula-
sat vékonyréteg-kromatografias mdédszerrel kovettiikk. Megallapitottuk, hogy
a radioaktivitas legnagyobb része a hyaloplasmaban, mégpedig a makromole-
kulakat nem tartalmazé frakciéban talalhat6. A TML igen jelent8s része a
sejtekben gyorsan metabolizalédik és f6ként ninhydrin negativ és Dragendorff-
pozitiv természetl anyag képzddik. Emellett azonban mindegyik makromole-
kularis frakciéban radioaktivitas volt észlelhet8, amelyek koziil jelentdsnek tart-
haté az, hogy a fehérjék hidrolizituméaban radioaktivan jelzett trimethyllysin
is kimutathat6 volt. A kezelési id§ eldrehaladtaval a sejtben maradt radioakti-
vitas egyre nagyobb hanyada volt talilhaté a makromolekulakhoz kotott alla-
potban, kiillonésen figyelemre mélté a sejtmag nukleoluszaban az emelkedés.

Kisérleteinkkel elsé bizonyitékat szolgaltattuk a methylezett lysinek
makromolekulakhozvalé kapcsolédasanak és gyors sejten beliili dtalakulasanak.
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EMBEREN VEGZETT TUDOMANYOS KUTATAS ETIKAJA*

PETRANYI GYULA, az MTA levelezs tagja
Kozlésre érkezett: 1976. VI. 7.

»Azt kell tehdt megvizsgilnunk,
hogy mi a legfébb jé....”

s» + « - MAs az orvosi principium, és mds
az egészség, és az eldbbi az utébbi
végett van”

Arisztotelész

T

Torténelmi visszapillantds

Az emberrel egyiitt fejlédott a kivancsisaga, a természet, és benne on-
maganak a megismerésére. Altalaban a valtozé korszellem, erkélesi folfogas,
vallasos elképzelés iranyitotta az emberi test és lélek tudomanyos megismeré-
sének médszereit. Mar az 6korban is nyilvanvalé volt, hogy az allatok vizsgalata-
bél az emberre csak megkiozelit§ tajékoztatéast lehet kapni. Az §si Egyiptomban
a vallas eldsegitette az orvosi ismeretek fejlédését. Ogorogorszagban a meg-
figyelés adataira alapitott kovetkeztetés valt a tudomanyos vizsgalédasok
moédszerévé. A rémai birodalomban még jéval a kereszténység elGtt megval-
tozott a korszellem és eltiltotta a halott ember vizsgalatat, boncolasat, ami
— mint a Galenosi Kényvek tanisitjak — gatjava valt a fejlédésnek. A kozép-
kor a természettudomanyi kutatasnak nem kedvezett és az tjkor ott folytatta
az ember kutatasat, ahol az 6korban abbamaradt, a boncolasokkal, az anaté-
miaval és kérbonctannal. Igy azonban az igazi titkot, az életet megfejteni nem
lehetett. Megindult az élettan fejlédése békaval, majd nyillal, és a ,kisérleti
nyil” az emberkisérletek sziikségességének a felismerése idején is hatd, atvitt
értelmi fogalomma valik. Az ember nem lehet kisérleti nyil. Kideriil azonban,
hogy az allat-megfigyelések és a fiziologiai—pathologiai allatkisérletek ered-
ményei a hasonlésiagok ellenére az egyes allatfajok kozt is jelent§sen kiilon-
béznek. Pavlov mar majmokat igényel, de még a ritka és nehezen kezelhetd
emberszabasi majmok vizsgilata sem pétolja az ember kozvetlen kutatasat.

Az orvos-kutaté tehat, ha a galenosi példa tévedéseit el akarja keriilni,
marpedig a tudoméany a valdsag igaz megismerésére torekszik, akkor magat
az embert kell hogy vizsgalja.

Az ember, a tarsadalom, egyre jobban igényli, koveteli a tomegeket sijto
,nép”’-betegségek gyodgyitasat, a megtizedeld jarvanyok elleni védelmet.
Oriasi sikereket mutathat fel az orvostudoméany a betegségek visszaszoritasa-

* El6adas. Elhangzott a Magyar Tudomanyos Akadémia 1976. méjus 3-i iilésén.
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ban, az életkor meghosszabbitasdban. Szamtalan emberkisérlet is torténik a
megel8z8 allatkisérletek biztonsagosnak latszé alapjin, a kutaték gondot
forditanak az élet tiszteletére, még az allatkisérletek humanitasara is.

A szenzaciés sikerek mellett azonban elvétve jelentkeznek kudarcok,
melyek helyes dialektikdval nemhogy elrettentenének az embert érint kuta-
tasoktol, hanem éppen tjabb kutatasokra osztémoznek, a hibak, kisérleti
artalmak elkeriilésére.

Nyilvanval, hogy minden hatasos vizsgalé-gyogyité-megel8z8 eljaras-
nak megvan a maga ,,inherens” veszélye, a legnagyobb gondossag ellenére is.
Ez megkérdéjelezi a ,,primum nil nocere” tobb évezredes orvosi jelszavat.
A halalos acut appendicitis, gyomor-bél perforatio stb. csak egyébként sulyos
testi sértés: hasmetszés aran gyogyithaté. Kideriil, hogy minden, de minden
bevalt, altalanosan hasznalt orvosi beavatkozasnak megvan az artalmi lehet§-
sége is, tehat az orvosi kutatas targyava valik minden orvosi beavatkozas
elényének és hatranyanak, j6 és rossz oldalanak a vizsgalata, az artalom aran
elérhetd haszon, a beneficium és nem kivant kar aranyanak, a kockazat,
riziké aranyanak a mérlegelése.

Az egyes orvosok, kutaték benyomasai alapjan végzett értékelés csaldka.
Kifejlédnek tehat a beavatkozasok, kisérletek helyes megtervezésének és az
eredmények értékelésének a médszerei. A matematika, valészintiségszamitas,
biometria bevonul az orvostudomanyba.

Az emberiség biiszke a tudomany eredményeire, melyek atalakitottak
az életkérilményeket és az embert val6ban a természet urava tették, amikor
kozbejott néhany, f6leg harom megdobbentSen tragikus katasztréfa.

Az els6 politikai. A niirnbergi per leleplezi a hitleri koncentraciés tabo-
rokban folyt kegyetlenségeket, koztiik a barbar emberkisérleteket. Az Egye-
siilt Nemzetek Szovetségének tjra meg kell fogalmaznia az emberi jogokat,
kodifikalnia a védelmiiket. Ez a Niirnbergi Codex 1j tizparancsolat, mely
el8szor szabalyozza az emberkisérletek feltételeit. A World Medical Associa-
tion 1947-ben kiadja a Genfi Declaratio cimen ismert tételeit, majd 1964-
ben a részletesebb Helsinki Declaratiot.

A masodik katasztréfa a II. vilaghabori végén robban, az egész vila-
gunkat végveszély szélére sodré6 atombombaval és az atomrobbantasos kisér-
letek megindulasaval. A harmadik katasztréfa a Contergan (Talidomid)
artalommal, a gyodgyszerartalmak és a kornyezetszennyezés veszélyeinek
felismerésével kezd8dott. Ezekben az emberiség maga alkotta tudomanya
fordult vissza, ellene. Az atomrobbantasi kisérlet ellen taldn kénnyebb véde-
kezni. J6l koriilhatarolt a veszély és bizhatunk a Szovjetunié aktiv békepoli-
tikajaban, mely megteremtette az atomcsend egyezményt.

Barmit is tegyen az ember, visszahat ra és nem ismerve az osszes kiha-
tasokat, minden j felfedezés el6bb-utébb az embert is érintd kisérletnek te-
kinthet8. A gyégyszerartalmak és altalaban a kornyezetszennyezés a tudo-
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méany diadalitjat jelenté hasznos fejlddés melléktermékei, a jotol elvalaszt-
hatatlannak latszé dialektikus rosszak. Alattomos artalmak, amelyek ellen
még most kell megtalalnia az emberiségnek a megoldast. Az orvosi [az embert
védeni, javat szolgélni kivané] kutatasi eredmények varatlan artalmai elleni
védekezés megoldasa nehezebb.

A félismert veszélyek elharitasara djabb kutatasok, kisérletek sziiksé-
gesek. Persze ujabb tudomanyos kutatas, kisérlet — most mar biztosan tu-
dottan — megint jabb ismeretlen veszélyeket rejteget és az emberiség jogo-
san aggdédik, meddig terjedhet a kutaték joga az emberek kisérleti folhasz-

nalasaban.
Az elmilt évtizedekben — nagyrészt az orvostudomany nagyszerd
joléti eredményei és az emlitett katasztrofak ellentéte miatt — a biomedici-

nalis kisérletek érthetfen folkeltették a kozérdeklédést. Nagyszami kozle-
ményt olvashattunk, elsGsorban a kutatéktél. A tudomanyos kutatas ember-
kisérleteivel szembeni aggodalom id§szertiségének egyik tovabbi oka az, hogy
amig régebben a tudomanyos kutatés egy nagyon szik elit elhivatott kivalt-
saga volt, addig ma a ,,tudés” ill. , kutaté” egyszerii foglalkozassa valt, mun-
kakorré, az egyre béviils kutaté halézatban. A kutatas kezd iparosodni.
Az egyetemi orvosi-oktatéi el6menetel megkivanja a tudomanyos mingsitést.
Ma a természettudomény nem lexikilis, hanem kisérletes kutatasi igényd
(Koranyi Tarsasag Vandorgyftilése 1972.) és a candidatirahoz altalaban kisér-
letes médszerekkel kapott j megallapitasok sziikségesek. A kutatdintézetek-
ben munkaverseny folyik az egyre nagyszerlibb természettudomanyi, orvosi
felfedezésekért, amelyekhez kisérletezéssel lehet eljutni. Ebben a versenyben
ugyan egyelére nalunk még a laboratériumi allatmodellek a tudomanyosab-
bak, de (szamos kiilf6ldi abusus és scandalum-példa tanulsdgibél kévetkez-
tethetGen) el6fordulhat a transponalas emberre. A szlik lat6kord ,,cél szentesiti
az eszkozt” elv alapjan fél6, hogy elvész a kutatds végcélja, a humanitds fej-
lesztése. Az eredmény felmutatas minden aron valé hajszolasa altudomanyos
produkciokhoz vezethet.

Erthets tehat, hogy a tarsadalomban jogos aggodalom ébredt a barmi-
lyen kitiing eredményt igéré emberkisérletekkel szemben. A humanitas fej-
lesztésén faradozé orvos-kutaték érzik ezt leginkabb és ez magyarazza az
embert a kisérletek meggondolatlansagaival szemben védé Deklaracickat,
a Nemzetkozi Medicinélis Etikai javaslatokat a WMA részérgl, itthon az 1972.
11. ,,.Egészségiigyi’” Torvényt és az ide vonatkozé rendelkezések kidolgozasat.
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€
Az emberen végzett tudomdnyos kutatds humanitdsi kérdései

Az alapkérdésre, hogy szabad-e tudoményos kutatast végezni és kisér-
leteket a tudomany el8rehaladéasa, tévedések elkeriilése érdekében az embe-
ren, a torténeti visszapillantas alapjan egyértelmii a véalasz: nemesak szabad,
hanem nagyon is sziikséges, csak éppen meg kell hatarozni, az ember-egyedek
és nagyobb csoportok, az egész emberiség érdekében e vizsgalatok humanita-
rius oldalat.

Az emberen végzett, az ember javat célzé tudomanyos kutatas (kisér-
letek) sziikségességét az adja meg, hogy az allatmodellekben szerzett adatok
az emberre vonatkozéan csak elSkisérleti, tajékoztaté jellegtliek, s&t éppen
kiscsoportd emberkisérletek bizonyitjak, hogy az igy nyert adatok sem alta-
lanosithaték az egész emberiségre. Mar régebben ismertek voltak olyan egyes
embercsoport-tulajdonsagok (pl. enzym-hidnyok), amelyek miatt ezek silyos
tiinetekkel reagaltak bizonyos gydgyszerekre. A Contergan (Talidomid)
katasztréfa pedig radobbentve tudasunk elégtelenségére, atalakitotta a gyogy-
szertant, és alahizta az ember sokkal alaposabb megismerésének sziikséges-
ségét. Tanulsdgos adat, hogy ma a kérhazba keriil§ betegek kb. 15—209-a
szenved gyodgyszer,ill. iatrogén artalomban. Ez arra utal, hogy részben a régi
gyogyszerek nagy részének sem ismerjiikk a klinikai farmakologiajat, részben
nem ismerjitk az emberek azon eltér§ tulajdonsagait, amelyek miatt a jészan-
dékid orvoesi beavatkozisokra varatlan bajokkal fognak reagéilni. Voltaire-t
lehet idézni: ,,Az orvos egy anyagot, amelyrdl keveset tud, bead egy szerve-
zetbe, amelyrél még kevesebbet tud’. Sziikség van tehdt az emberi betegsé-
gek sokkal alaposabb megismerésére, djabb diagnosztikai médszerekre, sok-
kal alaposabb preklinikai és kontrollalt klinikai farmakolégia, hatas és mel-
lékhatas vizsgalatokra a gy6gyszerek forgalomba hozatala eltt, de ugyan-
akkor sziikség van az emberiség sokkal alaposabb biomedicai megismerésére,
az egészségesek vizsgalatara is, hogy a késGbbi buktatékat elkeriiljiik.

Eddig kizarélag somatikus hatdsok kisérleti vizsgalatarél volt sz,
de egyre rohamosabban n6 a psychopharmakonok szama is, amelyeknek a
preklinikai vizsgalata nem sok tdmpontot nyjt és kikisérletezése szinte kiza-
rélag emberen térténhet, méghozza tébbségében egészséges emberen. Amig
a legtobb diagnosztikai és therapias médszer kikisérletezése csak betegen és
éppen a beteg jobb gydgyitasa érdekében toténik, a psyche és a physiologia
mélyrehaté kutatéasa elsGsorban egészséges embereken végezhetd. Ennélfogva,
és a Helsinki Declaratié szerint is meg kell kiilonboztetniink az emberkisér-
leteknek két csoportjat: 1. clinical research combined with professional care,
2. non-therapeutic research.

Az etika szempontjabél 3 lehet8ség van:

A) Etikus a kisérlet, ha a kisérleti személy beteg és a kisérlet az & jobb gy6-
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gyitasat kivanja szolgalni és rajta keresztiil a tobbi hasonlé betegét, abban
a reményben, hogy az alkalmazott eljaras elénydsebb az eddig ismerteknél.

B) Vitathato a kisérlet etikdja, ha a személy — legyen egészséges vagy
beteg — csak targya, anyaga a tudomanyos kutatasnak, de a kisérleti személy
egészségét kozvetleniill nem szolgalja. A kisérlet tehat a személy szamara
kellemetlen és potencialisan vagy egyértelmiien veszélyes, amely miatt bizo-
nyos ellenszolgaltatasban részesiilhet (anyagi vagy egyéb juttatas, baleset
és életbiztositas stb.). Itt kiilsnbség van a kapitalista és szocialista allamok
kozott. Ennek a nem-therapias kisérlettipusnak két etikai alapfeltétele van:
1. akisérlet valamiképpen a tudoméanyt szolgilja és a varhaté eredménynek
feltehet8en (késébb) gyakorlati értéke is lehet;2. a kisérleti személyek — ismerve
az Osszes veszélyeket, a résziikre adédhaté aldozatokat és az ezek aran elér-
hetd eredményt — teljesen onkéntesen mikodnek kozre (,,informed consent”).

C) Etikdtlan a kisérlet, ha a megtervezett kutatas értelmetlen’ vagy csak
folosleges a tudomany 4allasanal, és esetleg csak a kutaté téves elképzeléseit
vagy egyéni érdekeit szolgalja; hozza kell tenni, hogy ilyen kisérlet akkor is
kifogasolhat6, ha onkisérlet vagy nem emberen térténik, mert energiat,
munkaerdt, koltséget pazarol el, mégpedig nem a sajatjaét, hanem a tarsa-
dalomét, amelyet értékesen lehetne félhasznalni.

Nem mindsiil emberkisérletnek a tudomanyos kutatds, ha a kutaték
4j adatok meghatarozasa érdekében az emberek vérét, valadékait vizsgaljak
anélkiil, hogy &ket (az egyéb célra tértént) vérvételen, vizeletadason sth.
kiviil mas terhelné. Ez inkabb adatgytjtés az emberre vonatkozélag. A kutatas
in vitro torténik az egyéb okbdl végzett élGanyag vétele utan. Legfoljebb azt
kéri a kutaté az orvostél, hogy pl. ne 5, hanem 10—20 ml vért vegyen. A vize-
let ilyen vizsgalata legfeljebb a gytijtés, ill. ennek esetleges kiilonleges médja
miatt lehet kellemetlen. Nehezebb az ilyen vizsgalat kategorizalasa, ha pl.
egyéb okbdl végzett miitét kozben kell a miitéthez nem tartozé valamit tenni
(pl. egy maj-darabot, nyirokecsomét kivenni, valamilyen vizsgalatot végezni
a mitét altal kézvetleniil hozzaférhet6vé valt helyen). Tobbnyire az dj kuta-
tasi eredmény ilyenkor is legtobbszor veszélymentes melléktermék, hiszen
altalaban inkabb az épben valé kimetszés altal (pl. tumor mellett) friss ép
szovet is kaphaté a sebészt8l anélkiil, hogy ez a kutaté részérsl emberkisér-
letnek mingsiilne. Emberkisérletnek mindsiil azonban, ha nem tartozik a beteg
javat szolgilé beavatkozashoz (megnyidjtja a mitétet, Gj veszélyt hoz stb.).

A jol megalapozott theripids kutatds, kisérlet tulajdonképpen részben
hozzatartozik a Helsinki Declaratioban is az orves szamdra biztositott gyogyi-
tasi szabadsdgjoghoz, aminek persze a bevilt eljarasokkal is mindig van bizo-
nyos kockazata.

Tudomanyos kutatast folytatni, kisérletet végezni sokféleképpen lehet,
és ezért félreértések elkeriilésére fontos a kisérlet fogalmdinak a meghatdrozisa.

Az értelmezd szétarak szerint a kisérlet szinonimai: prébélkozas, tapasz-
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talatszerzés, teszt, trial, assay; mddszer egy elmélet bizonyitasara; eljaras,
melynek eredménye nem jésolhaté meg az elvégzése nélkiil; egy folyamat els-
idézése az egésznek és részleteinek a tanulményozasira. Igy mutatnak be
kisérleteket az oktatdsban a kémian, fizikan, élettanon, igy van kisérleti
fizika, kisérleti élettan, s6t kisérleti gazdasag, kisérleti szinhéaz, oktatasi
reformkisérlet; jogilag: kisérlet biintett végrehajtasara stb. A jelen targyala-
sunkban azonban a kisérlet fogalman nem valamely mar ismert jelenség lét-
rehozasanak a megkisérlését, reprodukeiéjat értjiik (pl. pupilla reflex kivalt-
hatésaga, egy silyos betegség miitéti vagy gyogyszeres elmulaszthatésaga),
bar a mindennapos széhasznalat erre is jogos. A tudoményos kutatas kisérletei
ettdl kilonboznek.

A természettudomanyi kutatast szolgalé kisérlet mindenki szamara
4j és altalanosithaté megismerést, egy elmélet vagy tdjabb megkozelitési
lehetdség bizonyitasat, vagy cafolasat szolgalé olyan eljaras, amellyel egy
folyamatba vagy kialakult egyensilyi helyzetbe mesterségesen beleavatko-
zunk és ennek kovetkezményeit, eredményeit keressiik. A kisérlet akkor helyes,
ha a lehetd 6sszes sziikséges alapismeret alapjan lett megtervezve, ha részlet-
feltételeiben is jol ellenérizhetd és ezaltal egy pontossagi hataron beliil repro-
dukalhaté, ha a varhaté, ill. kapott eredmény bizonyité értékid. Egyre tobb
kisérlet, adatprodukeié folyik, és a kisérletez8 egyre kevéshé lehet biztos abban,
hogy tobbé-kevéshé eredeti a kisérlete (az eredményének prioritasa van)
vagy pedig mar reprodukcié. (Ezen legijabban informéaciés centrum computer-
szolgaltatasa segithetne, mert az 6riasi, részben nem is hozzaférhet§ irodalom
egyéni attekintése lehetetlenné valt.) Persze bizonyos mértékig a tudatos rep-
rodukciora, az utdnvizsgalatokra is sziikség van, hiszen az eredmények még
egy kutat6 kezében is szérnak és fontos kérdés, hogy a hasznos eredmény rep-
rodukalhaté-e? Ha a kisérlet olyan volt, hogy értéke miatt egyre gyakrabban
reprodukaljak diagnosztikai vagy gyoégyitasi célra, a mai kisérlet a holnap
rutinjava valik.

Ahhoz, hogy egy kutatasi kisérlet elérje a céljat, legfontosabb, hogy 1.
az elmélet, melynek bizonyitasat, cafolatat szolgéalni akarja, helyes, realis
legyen, 2. a kisérletet a kutaté jol tervezze meg. Rossz elmélet alapjan rosszul
megtervezett és végzett kisérlet nem tiikrozheti hien a megismerni kivant
valésagot, igazsagot, tehat nemesak folosleges, hanem karos is, mert tévitra
vezet és akadalya lehet a tovabbi helyes iranyi kutatasnak. Kiilonosen veszé-
lyes, ha nagy tekintélytd kutaté kozol téves eredményt nehezen megismételhetd
kisérlet alapjan.

Az orvostudoményi kisérleteknek, kiilonosen a kozvetleniil az emberen
végzettekrek a lcgragyobb rehézsége, Legy — nincen cbjektivizélisi 161ek-
vés ellenére — a medicina nem exact tudeméany. Nagycen ragy véleménykiilonb-
ségek lehetnek ugyanazon esetben a vizsgalati-gyégyitasi leghelyesebb médo-
zatok tekintetében.
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Sziikséges tehat egy altalanos kotelezd iranyvonal érvényesitése a tudo-
many mindenkori allasa szerint. Bar a magyar 1972. II. Eii. Torvény nem
foglalkozik kézvetleniil az emberkisérletekkel, van néhany tétele, mely ezzel
szorosan kapcsolédik: (44 § 3.) ,,Az orvos gyégyité-megeléz8 tevékenysége
kozben csak olyan gyégyszert rendelhet és alkalmazhat, amely gyégyszer
hatéanyagainak hatasat, javallatait és ellenjavallatait, alkalmazasanak mod-
jat, adagolasat, valamint karos mellékhatasait és azok elharitasanak médjat
ismeri’’ (44§ 1.). ,,Az orvos az orvosi gyakorlatban még kellen ki nem pré-
balt ... eljarast ... csak akkor alkalmazhat, ha az nem késlelteti, ill. nem
hitsitja meg az orvosi gyakorlatban mar kiprébalt . . . eljarastél varhaté ered-
ményt. Az 1j eljaras igy csak akkor alkalmazhaté, ha az tudoményosan ala-
tamaszthat6 és az alkalmazasihoz, valamint eredményeinek ellendrzéséhez
és értékeléséhez a sziikséges feltételek fennallnak. Az j eljaras alkalmazasa-
hoz a beteg-kiskori vagy cselekv@képtelen, ill. korlatozott cselekvéképes nagy-
kori esetében a torvényes képviseld, illetdleg a hozzatartozé ( a tovabbiakban
egyiitt: hozzatartoz6) — hozzajarulasa sziikséges™ ... (47/1). ,,Mitéthez
... a vér vagy méas vizsgalati anyag vételéhez a vizsgalt, ill. gyégykezelés
alatt allé személy hozzajarulasa sziikséges. A hozzajarulast megadottnak kell
tekinteni, ha az érdekelt személy nem tesz észrevételt.” Az Eii. Torvény dj
gyogyszerekre vonatkozéan kotelez6vé teszi az emberkisérletet, kimondva,
hogy ,,A forgalomba hozatal engedélyezése el6tt emberen tirténo kiprobalds
alapjan is ellenorizni kell, hogy a gydogyszer a kivint gydgydszati célra alkalmas-e”.

A torvények természetesen csak f§ iranyvonalakat adhatnak, az eti-
kai deklaraciék is csak altalanos iranyt mutathathatnak, ezért az emberkisér-
letekre vonatkozolag minden fejlett tarsadalmi orszaghban szabdlyozdsi rendsze-
rek alakultak ki.

Nalunk az elmilt 25 évben az alakult ki, hogy minden orvosi kisérlet-
hez elvben engedély kell és a kutatasi témak rangsorolast kapnak: kap-e
anyagi tdmogatast valamely orszagos szervigl (ETT, ill. Eii. Min. Tud. Féosz-
talya, MTA) vagy nem kap, utébbi esetben pedig intézeti témaként kap-e
engedélyt a kutatds elvégzéséhez. Az engedély megadasa, ill. megtagadasa
Témabizottsagok elbiralasa alapjan torténik. A nagy kérdés ezek utén, hogy
ezek a Témabizottsagok és a témakat Koordinalé Intézetek, végiil a f6osztalyok
milyen etikai megfontolasok alapjan véleményeznek és adnak tamogatast.
Ennek a megbeszélése kiilonosképpen idGszerd most, amikor a kovetkezd ot-
éves terv kutatasi téma-tervezeteirgl kell donteni. Ebb4l az alkalombél sem
lehet tehat eléggé hangsilyozni, hogy minden kutatéas kiindulasi alapja és
nép célja az ember, a fejlodo tarsadalom. Azin vitro és az allat kisérletek ehhez
mindig csak segéd-kutatasok maradnak.
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110 &
Javaslat

J6 lenne, ha az emberkisérletekre vonatkozélag a Témabizottsagok egy-
séges iranyvonalakat kévetnének. Javaslom, hogy az MTA V. Osztalya a kivet-
kez8 iranyvonalat vitassa meg.

1. Minden olyan kutatéasi témat, mely emberrel kapcsolatos, kiilon cso-
portban kell elbiralni.

2. El kell dénteni, hogy az embert kozvetleniil vagy kézvetve érintd téma-
r6l van-e sz6. Utébbiban is el kell biralni, hogy mennyire veszi igénybe az
érintett személyeket, mennyire veszélyes, invaziv a kutatdsi médszer.

3. Az embert kozvetleniil érintd kutatasban el kell dénteni, hogy meny-
nyire alkalmaz eddig engedélyezett, elfogadott médszereket és az emberkisér-
let mennyire van preklinikai in vitro, ill. allatkisérletekkel el6készitve, hogy
annak az els§ végzése is emberi szamités szerint rizikémentesen vagy ismert
jelentéktelen kellemetlenségek aran végezhetd.

4. El kell donteni, hogy a kisérlet a fent emlitett 4) azaz diagnosztikai-
therapias-preventiv kategéridba tartozik-e, vagyis a kisérlet a benne szerepld
személyeknek is a kozvetlen javat hivatott szolgalni, vagy a B) kategériaba.
Az ,,A” kategériaji témak legnagyobb része a gydégyszerkutatasbél adédik.

5. Mind az A, mind a B kategériaji emberkisérleti témakorre vonatko-
zéan eldéntendd, hogy a kisérlet milyen ismert veszélyekkel jar és milyen
veszélyei képzelhetdk el. Kiilon mérlegelendfk a kisérleti személyek nem koz-
vetlen testi-szellemi karosodéasai is (tovabb van tappénzen, tavol a csaladja-
tél, kérhazi kornyezetben stb.).

6. Az ,,A” kategoéridban el kell birdlni, hogy mennyire a beteg érdeke
az els6dleges — a kutaté, vagy esetleg egy 1j gydgyszerre, mliszerre vonatko-
zélag a gybégyszert, miiszert elallité (cég, vallalat, vegyész, farmakologus)
érdekeltségével szemben.

7. Tudominyos Etikai Bizottsagot kell szervezni (TEB), mely teljesen
fiiggetlen az engedélyezend§ téma kutatéitél, melyet nem irdnyit részrehajlas
se pro, se contra. De azért ez ne elagott ,,vének tanacsa” (peer group) legyen,
inkadbb egy tarsadalmi feleldsségli akadémiai szaktestiilet. A témabizottsigok
altal ajanlott minden B kategériaji témat ide kell végsé elfogadasra-jévaha-
gyasra folterjeszteni. A TEB foglalkozzék a kutatéknak a témabizottsagok
biralata elleni panaszaval akar az A, akar a B kategoriaji a téma.

J6 lenne ismerni mar most az elmilt terviddszakra vonatkozélag az
aranyt az A és B kategoriaji témak szamai kozt.

A TEB-nek kellene ellendriznie és feliilbiralnia idénként etikai szempont-
bél az A kategoriaji témékra vonatkozéan is a témabizottsagok miikodését.

8. Emberkisérletek elbiralasakor kiilonos szigortsaggal kell figyelembe
venni, hogy a téma nem C) kategériaji-e, tehat feltétleniil mar témabizottsagi
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szinten elutasitand6é (még onkisérletekre vonatkozéan is, bar ezt nehéz meg-
tiltani).

9. A B kategoriaju kisérletek engedélyezésének a feltétele a kisérletbe
bevont emberek énkéntességének, az onkéntes beleegyezésnek a biztositasa,
amihez hozzatartozik a pontos felvilagositas a kisérletrdl (,,informed consent™)
és a kisérlethdl barmikori kilépés joga és lehetGsége.

Az onkéntesség biztositasara ki kell dolgozni ennek a szabalyait, a fol-
vilagositds médjait (irasbeli félvilagositas kotelezettsége és megtorténtének
igazolasa a kisérleti személy, ill. jogi képviselje részérsl). Kérdés, hogy a
kutaté maga vagy téle fiiggetlen személy intézze-e az 6nkéntességet; mi legyen
az 6nkéntesek toborzasi médja, etikettje; milyen ellenszolgaltatasok folkina-
lasa nem befolyasolja az 6nkéntességet; milyen dldozatvallalast lehet az 6nkén-
tesektdl elfogadni stb. stb. Ehhez jogi jartassagu személyek is sziikségesek.

Az aldozatvallalas a kutaté és kutatast engedélyezi-tamogaté allam
részérdl is fennall, tehat a kutatéds alanyai (,,targyai’”) részérdl is elvarando
bizonyos etikai magatartds, aminek egyiittmiikodési készségben kell megnyil-
véanulnia; kérdés azonban mennyi aktiv egyiittmiikodés kérhetd a kisérleti
személyek részérél.

10. A tudoményos kutatas ezen 4j etikai bizottsdganak kellene alkalom-
szerfien donteni az dnkéntesség megkovetelésének a szigorisagardl, nemesak
a B, hanem bizonyos esetekben még az A-tipusi kisérletekben, mert ez nem
mindig lehetséges, sdt helyes, mert a) meghamisithatja a kisérleti eredményt,
ha a beteg tudja, hogy milyen hatas varhaté, kiilondsen psycholégiai és psy-
chopharmakon vizsgalatban, b) vitathaté, hogy kotelez8 lehet-e a felvilago-
sitas halalosaknak ismert diagnosisokra vonatkozéan, c) kérdés, biztosithaté-e
az adott esetekben mindig az informatio helyessége, hiszen ez sokak szadmara
eleve elrettentd. Ha a kutaté vagy tajékoztato hisz a beteg szamara is j6 ered-
ményben, akkor igyekszik rabeszélni, ha nem, akkor meg lebeszélni a beteget.
Megtévesztd lehet a folvilagositas, ha a kisérlet vakon, placeboval vagy az
eddig legjobbnak vélt 6nkontrollal random, cross over megy, hiszen ezt éppen
az eredmény objectivitasa érdekében nem lehet a beteg részére elmondani.
Nehéz lehet a déntés ahhoz, hogy ki legyen a parhuzamos kontroll, akit kiza-
runk az elénydsnek vélt beavatkozasbél. Mindez természetesen csak az A
tipusra vonatkozik. A kett8s-vak médszerrel még nehezebb az etikai megité-
1és.

11. A Bizottsagoknak a human kisérletek el6tt a koriilményeket a hely-
szinen kellene megtekinteni, hogy alkalmasak-e a hely és kériilmények a téma-
ban leirt kisérletek elvégzésére, nem volnanak-e mashol non-invasiv médszerek-
kel kisebb kockazatiak e vizsgilatok; a munkatarsak felkésziltsége, etikai
magatartdsa megfelel-e ennek a bizalomnak; ellenérizni kellene az ember-
kisérleteket a kezdetiikkor, menet kézben, hogy megvannak-e a varatlanul
folmeriilt artalmak elharitasanak a lehetdségei. Figyelembe kell venni a
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kisérletezés ,,6konémiai efficienciajat”, a ,,minél kevesebb raforditassal, minél
tobb 1j informacié” kévetelményét is, hiszen a kutatasi koltségek egyre na-
gyobbak. Ezt pedig — barmilyen nehéz is — ossze kell egyeztetni az ember
nem-veszélyeztetésének a kotelezettségével.

12. Ellendrizni kellene, hogy az értékelés orvosi és matematikai médsze-
reit helyesen alkalmazzak-e? A kisérlet folyaman kideriilhet, hogy a tervet
modositani kell; ehhez kikérték-e a témabizottsidg engedélyét ? Nagy figyelem
forditardé arra, hogy a kisérletben szerepl6é nem lehet-e terhes (gravid), hogy
az 6nkénteseknek milyen az életmédjuk, nem szednek-e 6nfeledten valamilyen
gyobgyszert. Szamtalan kérdést ad az élet, amelyet el6re nem lehet latni.

Mondhatjuk, hogy maga a jelerlegi tervezési, engedélyezési és ellendr-
zési rendszeriink is kisérleti és erre kidolgozardé médszerekkel kell majd en-
nek is a hatasfokéat, megbizhatésagat tesztelni. Ilyen vizsgalatokat is végez-
tek mar (amikor tehat a kiilénbéz§ biralé bizottsagok munkajat vizsgaltdk,
tették kisérlet targyava) érdekes tanulsagokkal. ,,Ars longa, vita brevis, az
itélet nehéz”, féleg azért mert kozelrdl az 6rdog sem olyan fekete és a ho se
mindig annyira fehér. A j6 szandék elegengedhetetlen az etikus magatartas-
hoz, de ,,a pokolba vezetd ut is j6 szandékokkal van kikévezve”. Tavolrél
és til kozelrsl helytelen lehet a megitélés.

Mindez a szabalyozas az emberkisérletekre vonatkozélag nem a kisér-
letezés gatlasara, hanem eredményesebbé tételére szolgal, egyben biztosité-
kul is a tarsadalom, ebben a magunk, tehat a kutaték részére is, hogy abusus
ne fordulhasson el§. Elgsegiteni kivanja ezt a torekvést az MTA elnikségének
az 53[1975. sz. hatdrozata, mely az elméleti és klinikai orvostudomanyok foko-
zottabb tamogatésanak realis lehet8ségeit kivdnja megvizsgélni, mert nem
alaptalan az a vélemény, hogy egyes kutatéhelyeken jobb az allatkisérleti
berendezés, mint a betegek ellatasat szolgalé. Mindezek ellenére az altalanos
tapasztalat bizonyitja, hogy valamely betegségesoport tudomanyos kutata-
saval foglalkozé betegellaté intézményben az atlaghetegek is, de féleg a kuta-
tott irdanyba esd betegségekben szenveddk sokkal magasabb szintd és eredmé-
nyesebb ellatasban részesiilnek, mint ahol az orvosok allandé tovabbképzésé-
t8l elvalaszthatatlan kutatasi igény hianyzik. Végeredményben mindez racio-
nalisan leginkabb nagy egészségiigyi kombinatokban oldhaté meg, ahol a
kutaté a maga mély, de sztik érdeklédési korével nem all egyediil, hanem a
mas iranyid kutaték is segitik. Igy tobb mint egy évtizedes klinikai farmakols-
giai és médszertani kutat6i tapasztalataim alapjan allithatom, hogy ennek
kapcesan az A kategoridji kutatasi kisérletekben, éppen a kiilonésen gondos
elgvizsgalatok és megfigyelés, nyomon kovetés altal a mellékhatasok, artal-
mak nem érik el az altalanos betegellatasban eléfordulék gyakorisagat és
silyossagat, a beteg részére nyijtott elényok mellett.

Osszegezve az elmondottakat, feltétleniil sziikséges a tudomanyos kuta-
tas tervezési, ellendrzési és elbiralasi rendszerének a fejlesztése. Ezen beliil
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kiemelt figyelmet kell kapniok az emberkisérleteknek. Meg vagyok azonban
gy6z8dve arrél, hogy minden rendszerbe — a javasolt fejlesztéshe is —
hiba csiszhat, minden rendszer kijatszhat6. Ezért a legfébb biztositéka a tudo-
manyos kutatds etikdjanak és a kutatott ember jogainak, személyisége és
emberi méltésiga megdrzésének a kutatShely folszereltségét és a sajat képes-
ségeiket figyelembe vevd kutatok szakértelme, etikai szinvonala, amelyhez a
szocializmust — kommunizmust — épitd tarsadalom humanitarius etikai fej-
l6dése adja meg a biztos alapot.
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A VESEVERARAMLAS ES A VERARAMLAS
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ES URETER ELZARAS ALATT
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Kozlésre érkezett: 1976. VI. 30.

A vesevéraramlasnak és a véraramlas vesén beliili megoszlasinak vizs-
galata mind kisérleti, mind klinikai kériillmények kozott fontos feladat. Az
utébbi meghatarozasara a legelterjedtebb médszerek a Rb8-felvétel és a radio-
aktiv inert gaz kimosasi technika (Kety, 1951; Ladefoged és Pedersen, 1968;
Sapirstein, 1956, 1958; Thornburn és mtsai, 1963). A Rb* izot6p moédszer hatra-
nya, hogy a kisérletben csak egyetlenegyszer, a kisérlet végén lehet véraram-
last mérni, mert beaddsa utan az allatot egy perc milva meg kell 6lni, elénye
viszont, hogy szem ellendrzése mellett a szovettani szerkezetnek pontosan
megfelelden vagunk a vesébdl kéreg és vel6 mintakat és hatarozzuk meg a
vesén beliili aramlasi megoszlast (Harsing és mtsai, 1967; Sapirstein, 1956,
1958). A gaz kimosassal a kisérlet sordan az aramlidsmérés ugyan tébbszor is
megismételhetd, ezzel szemben nem hatarozhaté meg pontosan, hogy a ka-
pott sebesség értékek a veseszovet melyik részének aramlasat jellemzik
(Ladefoged és Pedersen, 1968; Kety, 1951; Thornburn és mtsai, 1963). Az iro-
dalmi adatok szerint a két mdédszerrel normalis koriilmények kozott vég-
zett mérések teljes vese-véraramlasi (TRBF) értékei jol egyeznek egymassal
és a direkt titon mért értékekkelis, de a vesén beliili megoszlasban mar jelentds
az eltérés (Harsing és mtsai, 1967; Ladefoged és Pedersen, 1968; Sapirstein,
1958; Thornburn és mtsai, 1963).

Az eredmények nemcsak a meghatarozasukra hasznalt médszerektdl,
de a kisérleti koriilményektdl is fiiggenek. A xenon és a rubidium médszerrel
kapott aramlasi értékek kozott a legnagyobb eltérések az uréterelzarasos ki-
sérletekben talalhaték.

Uréter nyomas névekedésekor a vesevéraramlashan és annak megosz-
lasiban a diuretikus allapottél fiiggGen igen ellentmondék az eredmények
(Carlson és Sparks, 1970; Franklin és Selkurt, 1964; Gilmore, 1964; Gosk,
1966; Miyazaki és McNay 1971; Selkurt, 1963). Kutydban még 6sszehasonlit-
haté viz és séiirités mellett is leirtak csokkent, illetve emelkedett vesevéraram-
last és valtozatlan, illetve megvaltozott vesén belili aramlasmegosz-
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last. Ezért mértiik kisérleteinkben Rb® felvétellel, Xel33-kimosassal és elekt-
romagnetikus aramlasmérgvel (AM) a vese véraramlasat és az aramlas meg-
oszlasat normalis kériilmények kozott és uréter elzaras alatt.

Anyag és maodszer

Kisérleteinket mindkét nemi, 15—26 kg testsilyd kutyakon pentobar-
bital narkézisban (30 mg/kg) végeztiikk. A veséket kézépvonali hasmetszéshdl
transzperitonedlisan tartuk fel és az artéria femorilison keresztil 0,38 mm
belsd és 0,64 mm kiilsé atmérgjd fluorokarbon katétert vezettiink fel az artéria
renélisba. Elektromagnetikus aramlasméré észlelst (Nycotron, Dramon,
Norvégia) helyeztiink néhany esetben mindkét oldali, de legtébbszér csak a
bal artéria renalisra. A 0-pontot a kisérlet elején és végén kontrollaltuk az
érzékel6tsl disztalisan leszoritva az artériat. A femoralis artéridban és az uré-
terben a nyomast Statham elektromanométerrel folyamatosan regisztraltuk.

A Xe!33-at (kb. 50uCi) 0,1—0.5 ml fiziolégias s6oldatban oldva gyors
injekeié formajaban juttattuk a katéteren keresztiil a veseartéridba. A kolli-
malt NaJ (TI) kristaly-detektort kb. 8 cm-re helyeztiik a vese f6lé dgy, hogy
az egész szerv a latétéren beliil essék. A detektort logaritmikus rateméterrel
kotottik 6ssze és az aktivitast direktiréval regisztraltuk. Mind a normal
allatokban, mind az uréter elzart esetekben t6bb xenon-kimosasi gorbét vet-
tiink fel és az utolsét mindenkor a rubidium késedelem nélkiili beadasa ko-
vette. A kb. 50 uCi Rb8¢ izot6pot gyors injekciéval a véna jugularis externaba
adtuk. A beadas kezdetétdl két masodpercenként vérmintakat vettiink 40 ma-
sodpercen keresztiil az artéria femoralisb6l. Pontosan az injekeiét kovetd elsd
perc végén a két vesét lefogtuk és eltavolitottuk. A vérben és a szovetekben
talalt aktivitasbél a perctérfogatot és TRBF-ot a korabbiakban leirtak szerint
szamoltuk, (Harsing és mtsai, 1966).

A Xe!33-kimosasi gorbét Thorburn és mtsai (1963) szerint értékeltiik.
A multiexponencialis gorbét négy monoexponencialis gorbe eredéjének tekintve

2

grafikusan el@allitottuk az egyes osszetevSket. A kapott egyenesekbdl ko-

vetkeztettiink — az autoradiographias bizonyitékok ismeretében (Thorburn és
mtsai, 1963) — a kéreg, a kiilsG-, és bels§ veld, valamint a perirenalis zsir-

szovet aramlasara:

0,693-1

F IIETIPRE = e
ml-min—'.g T% (sec)

A veseszovetekre a 1 megoszlasi hanyadost a haematokrit (Ht) ismereté-
ben a kovetkez8képpen szamoltuk (Ladefoged és Pedersen 1968):

1,69

A= 070
1,05 4+ 0,013-Ht
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A zsirszovetre a 9,8-es megoszlasi koefficienst hasznaltuk.

Az eredd gorbe egyes osszetevdinek az ordinatara valé extrapolalasaval
megkaptuk a négy tarolénak (compartment) relativ térfogatat (K%). (1. sz.
abra) '

(68 T12 = F K FxK F
(see) T1/2
(min=1)  (ml-g7"-min") (%) Clo) | (1)

1 4 10,39 721 i) 545 93,8
2 15 2,77 1,94 15 29 5,0
3 64 0,65 0,45 7 3 0,5
4 3N 0,13 1,32 3 4 0,7
vese 6 6,93 4,85 100 581 100,00
8 K%

o

e

[

=

28
™ \g.
[sa < 1]

@ >

X o

Fed

S

2

T T T T T T

4 5 6 7 8 9 min

b~

. dbra: Xe'®3-kimosdsi gorbe és a szamitott paraméterek

A teljes vese ataramlast az aldbbiak szerint szdmoltuk:

— FI'Kl% +F2‘K2% + F3’K3% + FA'KA%

—_1 =

TRBle-min—‘-g 100

A vizsgalatok elsd sorozataban csak a mérésekhez sziikséges miitéti be-
avatkozas tortént. Kihasznélva, hogy hasi mititétek hatdsara a vérnyomas
gyakorta esik, alacsony perfiziés nyomas mellett is készitettiink Xe!33-ki-
mosasi gorbét, majd 69%,-0s dextran infiziét adtunk és a vérnyomas helyre-
allitdsa utan a méréseket megismételtiik. Egy allatban 3—4 mérést végez-
tiink.

Az uréter elzarasos kisérletekben az allatok folyamatosan 69, mannitot
és 0,79, NCl-ot tartalmazé infiziét kaptak 2 ml - min—?! sebességgel. A kont-
rollmérések utén elzartuk az urétert és a méréseket megismételtiik. Az uréter
nyomas stabilizalédasa (50—90 Hgmm) utan 15—20 perccel vettiik fel az
utolsé xenon gorbét. Ezt a rubidium beadasa kovette.

Aramlasi értékeket gramm vesesilyra szdmoltuk. Az aramlasmérével
kapott kontroll dramlési értékeket uréter elzaras esetén az ellenkez§ oldali
vese stilyaval osztottuk. Adataink szerint normalis kutyaban a két vese silya
kozott nines szignifikans kiilonbség.
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Eredményeink

A 9 normal altatott kutyan 6sszesen 29 Xe'33-kimosasi gorbét készitet-
tiink, az atlagos Xe-TRBF 5,014-0,2 ml - g—1-min"!volt. Ugyanakkor az dram-
lasmérgvel 4,974+0,22 ml - g—1-min—1 dramlast mértiink (I. sz. tablazat).

I. sz. tablazat

Xe'33-kimosasi technikdval mért nutritiv vesevérdramlds 9 kutyédn (29 mérés dtlaga)

F K% P
Kéreg 7,08+0,34 57,0+2,1 81,5+1,8
Kiilss vels 2,354+0,14 29,5+1,9 16,9+1,6
Bels6 vels 0,35+0,03 7,74+0,6 0,740,1
Perirenalis zsir 0,46+0,02 5,8+0,9 0,9+40,2
TRBF 5,014-0,22 100 100
AM-TRBF 4,97-+0,22

F: Vérdaramlds ml - g—1 - min—!

K9, : Az egyes tdrolok/compartmentek/9, -os nagysdga

E9%: Aramlds a TRBF 9 -ban

AM-TRBF: Elektromagnetikus dramldsmérgvel mért TRBF

A 9 allatban Rb®-tal mérve a TRBF 4,45 4 0,40, az ennek megfelel§
xenon aramlas 4,99 4+ 0,39, ezalatt az aramlasmérével mért érték pedig

5,20 + 0,43 ml - g=1' - min—1 volt (II. sz. tablazat).

II. sz. tablazat

A vese nutritiv véraramldsa (ml - g=1 - ml—1) Rb%¢-felvétel és Xe!?3-kimosds alapjdn szdmolva
(9 mérés atlaga)

Rbsﬁ XelES
Kéreg 5,28+0,62 7,524+0,43
Kiilss vels 2,84-+0,36 2,6040,15
Bels6 bels 1,2640,32 0,42-+0,07
Perirenalis zsir 0,50-+0,10
TRBF 4,454-0,40 4,994-0,39
AM-TRBF 5,204-0,43

TRBF: A teljes vesevéraramlds
AM-TRBF: Elektromagnetikus dramlasmérével mért TRBF

A xenonnal és az elektromagnetikus &ramlasmérgvel nyert aramlasi
értékek atlaga kozott nincsen szignifikans kiilonbség. A rubidium és a xenon
atlagok, valamint a rubidium és az dramlasmérg atlagok kézotti kiillonbségek
szignifikansak (p << 0,05). A xenonnal mért kéregaramlas is szignifikdnsan
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3. d@bra: Rb®-tal és elektromagnetikus dramldsmérgvel mért TRBF (ml - g1
osszefiiggés

177

- min~") k§zti

- min—1!) kozt

magasabb, mint a rubidium-kéregaramlas, akiilsG vel§ atlagértékei kozel azo-
nosak, a bels§ vel6nél pedig a rubidium-értékek atlaga kozel haromszorosa a
xenonénak. A Xe-TRBF és az AM-TRBF értékek kozott a korrelacié szig-
nifikans (r = 0,89; p < 0,01) hasonléképpen a Rb-TRBF és az AM-TRBF
értékei kozott (r = 0,93; p < 0,01), valamint a Rb-TRBF és a Xe-TRBF
kozott is (r = 0,86; p < 0,01). (2, 3, 4. sz. dbra.) Nem volt szignifikéns kor-
relacié, azonban az egyes veserészek rubidiummal és xenonnal mért aramlasai

kozott (Rb-Xe: kéreg: r = 0,52; p > 0,05; kiils§ vel§: r = 0,46; p > 0,05;

belsé vel: r = 0,17; p > 0,05). (5, 6. 7. sz. 4bra.)
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5. dbra: Xe'®3-mal és Rb%-tal mért kéreg vérdramlds kozotti osszefiiggés

14 kutyaban az uréter elzaras hatésira a nyomas fokozatosan 50—90
Hgmm-re emelkedett és a maximum elérése utan legtébbszér néhany Hgmm-rel
csbkkent. Az artérias vérnyomas allandé volt vagy kissé emelkedett. Az elekt-
romagnetikus dramlasmérgvel kapott vesevéraramlas kezdetben emelkedett,
majd csokkent. A csékkenés legkifejezettebb az uréter nyomas stabilizalédasa
utan volt. A kisérlet végén 7 esetben alacsonyabb, 5 esetben ugyanakkora, 2
esetben pedig magasabb volt az d4ramlas, mint a kiindulasi érték. Az atlagos
vesevéraramlas 256 -~ 15 ml - min—1-r6l 224 - 12 ml - min—!-re csokkent
(p << 0,05), a valtozas atlaga —9,2 - 4,49,. Az uréter elzart vese megduzzadt
és a kisérlet végére silya atlagosan 21,7 4 2,29,-kal nagyobb lett, mint az
ellenoldali veséé.

A rubidiummal meghatérozott TRBF jelent8sen csikkent: a nem elzart
és a lekotott uréterd vesék kozotti kiilonbség 36,8 + 3,0%,. Az dramlasmérd-
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6. abra: Xe'?3-mal és Rb%-tal mért kiils6 veld véraramlds kozotti osszefiiggés
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7. dbra: Xe'33-mal és Rb%-tal mért belst vels véraramlas kozotti osszefiiggés

vel mért silyegységre vonatkoztatott TRBF csak 19,4 + 4,79%,-kal csokkent
(p <0,01). A Rb-TRBF/AM-TRBF arany a kontrollhoz képest 0,923 4- 0,035-
rél 0,705 4 0,064-re csokkent (p << 0,01). Ugyanakkor a Rb-médszerrel ki-
fejezett intrarenalis véraramlas atrendezddés volt megfigyelhetd. A kérgi
aramlas az elzart uréterd vesében 38,19,-kal csokkent, a kiils§ vel6ben 67,89,-
kal, a belsd velében pedig 70,59%,-kal esett az aramléas (III. sz. tablazat)
Ezzel szemben a xenon kimosas alapjan szamitott TRBF 239,-kal emelkedett
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III. sz. tablazat

Az uréter elzdrds hatdsa a vese véraramlasara, illetve a vérdramlds intrarenalis megoszldsdra
Rb%¢-felvétel alapjin szdmolva, ml - g=1 - min—1. (14 mérés dtlaga)

Normil vese Elzart vese
Kéreg 4,59 10,47 2,86+0,25
Kiils6 veld 3,01 40,33 0,97+0,19
Belss vels 1,32 40,22 0,394-0,08
Rb-TRBF 4,16 40,30 2,46-+0,25
AM-TRBF 4,58% 40,28 3,544-0,24
Vesestly (g) 57,3 46,2 70,6 +9.,4

* Az dramldsmérével az elzdrds el6tt mért érték, az ellenkezd oldali vesestilyra szémitva.

(p < 0,05). A xenon kimosassal egyidejlileg aramlasmérgvel mért és szovet
silyegységre szamitott TRBF a kisérlet végére 16,49,-kal csokkent. Ezért a
Xe-TRBF/AM-TRBF arany a kontroll 0,932 4 0,98-r61 az elzaras alatt
1,365 + 0,12-re emelkedett (p < 0,05).

A Xe-médszerrel mérve nem talaltunk intrarenalis véraramlasi atrende-
z8dést az uréter elzaras hatasara. Az els§ compartmenten, tehat feltételezhetden
a kérgen, keresztiil aramlott a kontroll allapotban a teljes vesevéraramlas
87,8 4- 6,19%,-a, az uréter elzaras utdn pedig 86,3 - 5,99%:-a (p >0,05).
(IV. sz. tablazat.)

IV. sz. tablazat

Az uréter elzdrds hatdsa a vese véraramldsra, illetve a vérdramlds intrarendlis megoszldsira
Xe!%-kimosds alapjan szdmolva, ml - g=! - min—! (14 mérés dtlaga)

Uréter elzaras el6tt Uréter elzaras utan

F K% F K%
Kéreg 1 5,854+0,53 62,44-4,6 6,954-0,56 62,14-5,6
Kiilsg vels [ 1,5940,25 20,4+2,9 1,804-0,19 22,143.8
Bels veld 0,35+0,09 8,8+1,4 0,374-0,03 6,4+41,5
Perirenalis zsir 0,524+-0,09 8,3+2,3 0,634+0,13 9,54+2,1
Xe-TRBF 4,09+0,40 100 4,9240,55 100
AM-TRBF 4,53+0,29 100 3,734+0,16 100

Xe!3-TRBF: A Xe!%-kimosds alapjdn szdmitott TRBF
AM-TRBF: Az elektromagnetikus dramldsmérével mért TRBF

Megbeszélés

Az elektromagnetikus aramlasmér§vel és a xenon-kimosasi médszerrel
altatott kutyaban normalis kériillmények kozott mért vesevéraramlasi értékek
jol egyeznek. A Rb-médszerrel nyert értékek ennél valamivel alacsonyabbak,
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de az elektromagnetikus aramlasmérdvel és a Rb-médszerrel, valamint a Xe-
kimosasi médszerrel és a Rb-médszerrel kapott értékek kozott szoros korre-
lacio all fenn. A vesevéraramlasi értékekben mutatkozé szoros korrelacié
ellenére a Xe-kimosasi és a Rb-médszerrel meghatarozott kéreg-, valamint vels-
véraramlas, vagyis a vesevéraramlas intrarenalis megoszlasara vonatkozé ér-
tékek kozott nem mutathaté ki korreldcio.

A Rb-médszernél a renalis szoveteknek j6l meghatarozott részét vag-
juk ki és az abban talalt aktivitas alapjan szamoljuk a silyegységre vonatkozé
véraramlast, (Harsing és mtsai, 1966). A Xe-moddszernél az eredd gorbe mono-
exponencialis osszetevdi adjak az egyes rétegekbél val6 eliminéciés sebessé-
get. A négy egyenes meredeksége jelentGsen kiilonbozik egymastél és az auto-
radiographias vizsgalatokkal azt talaltak, hogy ezek altalaban a kéreg, a kiils6-,
a bels§ veld, valamint a perirenalis zsirszévet aramlasat jellemzik (Thorn-
burn és mtsai, 1963).

A jelzett mikroszferakkal végzett vizsgalatok bizonyitjak, hogy a kéreg
aramlasa az egyes mesterségesen szétvalasztott rétegeken belill is eltérd
(Katz és mtsai, 1971; Slotkoff és mtsai, 1971). Tehat a xenon-kimosasi gorbé-
nek latszolag egységes els6 monoexponencialis dsszetevGje végsé soron meg-
szamlalhatatlan komponens osszege, amely komponensek kozott lépcsdze-
tes aramlasi kiilonbségek, dtmenetek vannak.

Ha feltételezziik példaul, hogy adott esetben a legbelsébb kérgi zona
aramlasa a vascularis ellenéllas novekedése miatt igy csokken, hogy inkabb
a kiils§ veld véraramlasahoz valik hasonléva, akkor az els§ monoexponencialis
gorbe, amely altalaban a kérgi aramlast jellemzi, most csak kiils¢ kortikalis
teriiletek aramlasat reprezentalja. Ennek megfelelden megné a masodik com-
partmenten ataramlé vér mennyisége, amely ebben az esetben a kiils§ veldn
kiviil a leghels6bb kéregrész aramlasat is tartalmazza.

Kisérletiinkben ugyanabban az allatban a perfiziés nyomasnak mar kis
valtozasa jelentds eltérésre vezetett az elsd tarolé (compartment) nagysaga-
ban anélkiil, hogy kiilsnésebb véltozast kaptunk volna az ugyanabbdél a kimo-
sasi gorbébdl meghatarozott TRBF-ben. Ennek megfelelGen az elsé compart-
ment nagysaga 359%,-t6l 749,-ig (atlag 579%,) terjedt, a masodik compartmenté
pedig 129,-t6l 429%,-ig (atlag 25,59%,).

Uréter elzaras alatt a masodik kisérlet-sorozatban 1—11/, 6ra utan a
direkt tdton mért teljes vesevéraramlas szignifikansan csokkent, annak elle-
nére, hogy az elsé féloraban jelentds emelkedés volt. Az irodalomban talalhaté
eltérd eredmények tehat a kiilonb6z6 id6pontban térténd méréssel részben ma-
gyarazhatok. (Franklin és Selkurt; 1964, Gilmore, 1964; Selkurt, 1963).
A silyegységre szamitott dramlas még valtozatlan TRBF mellett is csokken
az elzaras hatasara létrejovd oedema miatt. Uréter elzaras hatasara az elektro-
magnetikus dramlasmérével, a rubidium-médszerrel, valamint a xenon kimo-
sasi technikaval kapott vesevéraramlasi értékek kozott jelentds kiillonbségek
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jottek létre. A kisérlet végére a xenon-aramlas magasabb, a rubidium-aramlas
pedig alacsonyabb lett, mint a kissé csokkent direkt dton nyert TRBF-érték.
A hirom médszerrel mért TRBF értékek kozott normalis allapotban meglevd
szignifikans korrelacié is megsziint.

A két kisérletsorozat kozott viszont nem volt elvi kiilsnbség és az uréter-
elzarasos kisérletek kontroll értékei is jol egyeztek az el8z8 sorozat dramlas-
értékeivel. Masrészt a xenon és rubidium-aramlas mérések ugyanabban az
allatban torténtek. Ezért az uréter elzaras hatasira a két modszerrel észlelt
ellenkez§ irany1d valtozasok nem magyarazhaték a kisérleti korillmények kii-
16nboz6ségével, hanem csak a médszerekben rejlé okokkal.

A K22, illetve a Rb%® azért alkalmas véraramlas mérésére, mert gyors
injekciés beadas utan az extrakeiés hanyadosuk magas és a legtébb szervben
egyforma. Az elsd keringésnél a szervekbdl kifolyé vénas vérben talalhaté
mennyiségiik igen csekély, tehat a szervek kozotti megoszlasuk a véraramlas-
sal aranyos (Sapirstein, 1956, 1958). Ez csak akkor lehetséges, ha az indikator
transzportja a vérbdl a szovetekbe akadalytalan, nem fiigg az aramlas nagysa-
gatél, vagyis a diffiziés sebessége és eloszlasi tere a szévetekben elég nagy.
A Rb ion a transzport szempontjabél a K ionhoz hasonléan viselkedik.

Uréter elzaras alatt a Rb®® teljes megoszlasi tere, azaz a vesén beliili
kicserélhetd kalium-mennyiség nem valtozott, viszont a létrejétt oedema miatt
az egységnyi szovetre vonatkoztatva csdkkent. Az egységnyi silyu szévet vér-
aramlasihoz tartozé kalium-raktarnak a csdkkenése gatolhatja a Rb®0-felve-
telét. Meghosszabbodott ugyanakkor a széveti eedema kévetkeztében a kapil-
larisok és a cellularis kalium készlet kozotti diffiziés 1t is. Mindez csokkent-
heti az indikator felvételét és igy a szamitott aramlas hamisan alacsony értéké-
hez vezethet.

Mivel a folyadék akkumulacié a vel6ben nagyobb, mint a kéregben, ez
a hiba velénél kiilonosen kifejezett lehet. Ez magyarazhatna a Rb-médszerrel
kapott intrarenalis dramlasi atrendezdést. A rubidium aramlasnak az uréter
elzarés hatasara létrejovs valtozasanak ez a magyarazata feltételezéseken alap-
szik, és ezek bizonytalansaga miatt a vesén belil létrejovd tényleges vér-
aramlas atrendezddés lehet§ségét nem zarhatjuk ki.

Az inert gaz kimosasi médszerekkel meghatéarozhaté az egységnyi silyra
es$ véraramlas, ha ismert az illetd giznak a sziévetekbdl valé eltinési sebes-
sége, valamint a megoszlasi hanyadosa (Kety, 1951; Thornburn és mtsai,
1963). A Xel3? szovet/vér megoszlasi hanyados értéke 50-es haematokrit ese-
tén 0,7 (Andersen és Ladefoged, 1965; 1967; Ladefoged és Pedersen, 1968).
A Xe'¥-nak vérben, fehérjében, zsirban és séoldatban mért oldasi adataibél
(Miyazaki és McNay, 1971; Yeh és Peterson, 1963, 1965) kiszamithatd,
hogy a vizelet retentioja kovetkeztében, amely a vesesilyok atlag 229-0s
emelkedését eredményezte, a megoszlisi hanyados jelentdsen csokken és ez
szamitédsunk szerint a TRBF-érték 10—129-os feliilbecsiiléséhez vezet. A xe-
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non-technikaval kapott magas vesevéraramlasi értékeket (369;-0s noveke-
dést) ez csak részben magyarazza meg.

A xenon-médszerrel uréter elzaras alatt véraramléasi dtrendezddés nem
mérhetd. A vese ellenaramlidsos mechanizmusa azonban a vel6bd4l az inert
gaz kimosasat jelent8sen médosithatja. Lehetséges ezért, hogy a veldre kapott
értékek nem a tényleges aramlast jelentik. Eppen ezért az, hogy a xenon-méd-
szerrel nem kaptunk vesén beliili aramlasi atrendezddést, nem zarja ki a ru-
bidiummal talalt redistributio meglétét.

Osszefoglalds

Kisérleteinkben kiilonb6z8 médszerekkel vizsgaltuk altatott kutyaban
normalis kériilmények kozott és uréter elzards alatt a teljes vesevéraramlast
és a véraramlas vesén belilli megoszlasat. A Xe'3? és Rb*-médszerrel, vala-
mint az elektromagnetikus dramlasmérgvel kapott teljes vesevéraramlasi ér-
tékek normalis allatokban egymassal megegyeznek, de a Xe és Rb médszerrel
kapott intrarenalis dramlas megoszlasi értékei egymassal nem 6sszevethetdk.
Mérsékelt foki mannit diuresisben az uréter elzaras hatasara a xenon-vese-
aramlas magasabb, a rubidium-aramlas pedig alacsonyabb, mint az aramlas-
mérével mért érték. Rubidiummal mérve a véraramlas intrarenalis redistri-
butioja jott létre, xenonnal mérve a véraramlas megoszlasa nem valtozott.
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Magyar Tudomédnyos Akadémia Kisérleti Orvostudomanyi Kutaté Intézet, Budapest

PROSZTAGLANDINOK ES A PETEFESZEK
VERARAMLASA KUTYABAN

VARGA BERTALAN, az orvostudomdnyok kandiddtusa, UNGYARY GYORGY,* az orvos-
tudoményok kandiddtusa, és FOLLY GABOR

Kozlésre érkezett: 1976. VII. 15.

Az uteruszban a ciklustél (Bland és mtsai, 1971; Saksena és mtsai, 1971)
és a terhességtdl (Salmon és Amy, 1973) fiiggéen valtozé mennyiségli prosz-
taglandin F, (PGF,,) képzddik. A PGF, tengerimalacban (Blatchley és Dono-
van, 1969), patkanyban (Pharris, 1971), nytdlban (Koering, 1974) és primatak-
ban (Auletta és mtsai, 1973) luteolitikus hatasi. Az uterusz luteolitikus fak-
tora feltehetGen azonos a PGF, -val (Pharris, 1971; McCracken, 1971; Bland
és mtsai, 1971), hatasa az utero-ovarialis erek épségéhez kotott (Baird és
Land, 1973). Az utero-ovarialis véna és az a. ovarica kozott egy,,counter
current” mechanizmus mikédne a luteolitikus faktor, azaz a PGF,, petefé-
szekbe torténd veno-arterialis bejuttatasanak biztositasara, ami ott érszikii-
letet okozva a sargatest regresszigjat segiti el§ (McCracken, 1971; Hixon és
Hansel, 1974). Mas adatok szerint juhban a PGF,, csokkenti a progeszteron
szekréciot, de a petefészek véraramlasat nem (Baird, 1974). Alterhes nytlban
fokozza a petefészek stromaban a véraramlast, mikézben a sargatestben csok-
kenti (Novy és Cook, 1973). Masok hasonlé kisérletben csak a stroma véraram-
las novekedését észlelték (Janson és mtsai, 1975). Kutyaban az exogén PGF,,
csokkenti a petefészek progeszteron szekréciojat, a petefészek véraramlasat
azonban nem vizsgaltiak (Jochle és mtsai, 1973).

Prosztaglandinok nemecsak az uteruszbél juthatnak a petefészekbe.
Gonadotrop hormon stimulusra mind a PGF,,, mind a prosztaglandin E,
(PGE,) szintézise fokozodik a petefészekben (LeMaire és mtsai, 1973; Bau-
minger és Lindner, 1975).

A fentiek szerint a petefészek érszerkezetének kiilonos jelentdsége van a
prosztaglandinok ovarialis ciklust szabalyozé hatasanak létrejottében. Ku-
tyaban tanulmanyoztuk a petefészek érszerkezetét, a PGF, -nak és PGE,-nek
a petefészek teljes és helyi véraramlasara gyakorolt hatasat. A viltozasok ér-
telmezésénél ezeket egyiittesen vettiik figyelembe.

*Munkahelye: Orszdgos Munkaegészségiigyi Intézet, Budapest.
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Moédszerek

Kisérleteinket 10—20 kg silyd, f6ként anésztruszos, chloralose-uret-
hannal altatott kutyakon végeztiik.

A petefészek keringési ellendlldsanak (a perfizios nyomdsnak) mérése :

19 allatban a petefészkeket a kornyezd zsirszovettdl és az uterusz szarv-
t6l ,,in situ’” izolaltuk. Mindkét oldalon kaniiléztiik a v. és az a. ovarica-t.
A két a. ovarica-t a bal a. femoralish6l kétcsatornas perisztaltikus pumpa-
val konstans volument vérrel ataramoltattuk. Az ovariumok az allatok silya-
tol és a kivant perfiziés nyomastél (100—120 Hgmm) fiiggden 3—5 ml/min
volument vért kaptak. Az a. ovarica-ba valé csatlakozashoz kozel a kaniilbe
két elagazast épitettiink: az egyikben Statham nyomasatalakitéval mértiik
és regisztraltuk a perfiziés nyomast, a masikban egy infiiziés pumpa segit-
ségével véletlen sorrendben a PGF, és PGE, (Upjohn) dézisait adtuk be
0,1 ml/min vagy ennél kisebb volumenben 15 percen at. A két v. ovarica vérét
a jobb v. jugularisha csatlakoztattuk. Az infizié alatt a csatlakozast megszaki-
tottuk, nehogy az alkalmazott anyagok a szisztémas keringésbe keriiljenek.
A véralvadast heparinnal (Richter) gatoltuk.

A lokdlis vérdaramlds mérése:

20 kutyaban mindkét oldali petefészek stromajaba a hossztengellyel
parhuzamosan a véraramlas valtozasok folyamatos regisztralasara egy-egy haj-
Iékony flithetd termoelemet (Hensel és Ruef, 1954) helyeztiink. A h§vezetés
elvén miik6dd médszerek jol alkalmazhaték a lokalis széveti véraramlas mi-
ndségi valtozasainak folyamatos regisztralasara (McCaffrey és McCook, 1975).
A véraramlas valtozasait a nyugalmi értékhez (1009,) és az allat elpusztulasa
utan kapott (09%,) értékhez viszonyitva szazalékban adtuk meg. A vérnyomast
az a. femoralisban mértiikk Statham nyomasatalakitéval. Mivel a PG-ok jelen-
tésen hatnak a szisztémas vérkeringésre, lokilis -alkalmazasuk sziikséges
volt. Az a. ovarica-ba valé kézvetlen csatlakozas nem volt megoldhaté, egy-
részt az érlumen beszikitése miatt, masrészt az ér kaniilozése heparinozast
igényel, ez viszont a termoelem koriilli hematéma kialakulasahoz vezethet.
Ezek elkeriilésére a PGF, -t és PGE,-t a bursa ovarica-ba adtuk egy vékony
kaniilon at 15 perces infiziéban, 0,1 ml/min volumenben. Az elgkisérletek
szerint a bursa ovaricabél felszivédasuk jo, igy a lokalis adagolasnak ezt a
moédjat alkalmaztuk.
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Statisztikai analizis:

A meghatarozott id8 alatt bekovetkezett valtozasok nagysagat (gorbe
alatti teriilet) kiszdmitottuk és variancia analizissel, illetve ,,t”” prébaval azo-
kat egymashoz hasonlitottuk.

Morfologiai médszerek :

Anésztruszos és 9sztruszos kutyakban izolaltuk a petefészkeket és ka-
niiloztiik az a. és v. ovarica-t. Az artérias és vénas rendszert kiilonb6z8 szind
latex-al, illetve higitott tusban oldott 1-—39,-0s zselatinnal toltottiik fel. Mas
esetekben a petefészkeket az uterusz szarvtél nem izolaltuk és az ovarium erek
kaniil6zésén kiviil mindkét méhszarv artéridjat és vénajat is kaniiloztiik. Ek-
kor az ovarium irdnyabé6l az uterusz, és forditva, az uterusz iranyabél az
ovarium erei egyarant feltdlthetdk voltak. A szerveket az allatok elpusztulasa
utan kiemeltiik és a latex-al t6ltstt preparatumokat sésavban korrodaltuk.
A zselatinos tussal injicialt anyagot formalinban fixaltuk és fagyasztva soro-
zatban metszettiik (40—100x), majd Spalteholz (1948) szerint atderitettiik.
Mindkét eljarassal nyert preparatumokat sztereofénymikroszképpal vizsgal-
tuk. A vastag metszeteket ,,Amplival”’ mikroszkép demonstricios feltétjé-
nek koordinata rendszerére vetitettiik és ennek segitségével térbeli rekonstruk-

ciét végeztiink.

Eredmények
A PGF,, és a PGE, hatdsa a petefészek véraramldisira

Az ,,in situ” izolalt petefészekben a PGE, csokkenti a perfiziés nyomast,
értagulatot okoz. Az ellenkez8 oldalra adott PGF,, hatastalan (1. abra).
A PGF,, dézisai 25,0—50,0—100,0 és 200,0 ng/kg/min tartomdnyban nem
okoznak kovetkezetes valtozast. A PGE, 3,1—6,2—12,5—25,0 ng/kg/min dézi-
sainak perfiziés nyomast csokkent hatasa aranyos a dézisok nagysagéaval
(2. abra).

PGF,, és PGE, a bursa ovaricaba adva jelentdsen megnoveli a lokalis
véraramlast a petefészek stromajaban (3. abra). Az aramlasnovekedés dézis
fiiggs, osszefige a PGF,, 25,0—50,0—100,0—200,0 ng/kg/min, valamint
PGE, 25,0—50,0—100,0 ng/kg/min dézisainak nagysagaval. A PGE, a vér-
aramlast lényegesen jébban néveli, mint a PGF,, (4. abra).

A PGF,, bursa ovaricaba torténd infiziéja utan a stroma megndvekedett
véraramlasaban sinus-hullimszertien ismétl§dé periodikus valtozasok figyel-
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heték meg (3. abra). Adatainkbél nem itélhets meg, hogy az eléfordulas gya-
korisaga mennyiben fiigg a PGF, dézisaitél, viszont frekvenciaja kézel azonos
az Osszes dozisok esetében (1. tablazat).

Kutyaban altalaban évente kétszer van osztrusz (tiizelés). Az ovariu-
mok aktiv allapota 20—30 napig tart. Mivel kisérleteink éves periédust fog-

Legzes
Hgmm
200-4— i
150-4— "
100——— Perfizids nyomas
Bal a. ovarica
L
el g
T PGE, i
Ll 12,5 ng/kg/min
L o —-idd, perc
Hgmm
200——
150—1— T - .
Perfdzios nyomas
100 ! Jobb a. ovarica
;
:F' PGFae | 1 14"
— [I"]200ng/kg/min

1. dgbra: A PGE, és PGF,, hatdsa ,,in situ” izoldlt petefészekben a perfiziés nyomadsra

1. tablazat

A petefészek stroma lokalis vérdramldsdnak ritmikus véltozasa a bursa ovarica-ba adott 15 perces
PGF,, infzié utdn

PGF,y dézis ‘ Az el6fordulas = "
(ng/kg/min) ‘ gyakorisiga Periédus/min
50,0 ' 3/5 0,445
100,0 2/6 0,440
200,0 ‘ 4/5 0,485
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2. ébra: Kiilonboz6 dézist PGF,, és PGE, hatdsa a perfaziés kézépnyomdsra. AHgmm = elté-
rés a kiinduldsi értékt6l. AHgmm - perc = a 15 perces inftizié alatti viltozdsok osszege. § =
= atlag 4+ S. E. = a kisérletek szama. * = p<0,05; ** = p< 0,01

nak 4t, néhany 6sztruszban levd kutyan is elvégeztiik a fenti vizsgalatokat.
Szembetling kiilonbség az osztruszos és andsztruszos allatok kozott nem volt

megfigyelhetd.

Morfologiai vizsgdlatok

A petefészek artérias és vénas rendszere a genitalis vasculédris arcad
részét képezi. Az ovariumot ellaté artéridk a genitalis arcadbél spiral alakban
lépnek a petefészek hilusaba. A petefészekbdl a genitalis arcadba két nagyobb
véna csatlakozik, szorosan dsszefonédva az artérias agakkal. A hilusban és a
strémadban mind a vénak, mind az artéridk kozott sajat rendszeren beliili
(veno-venosus, arterio-arterialis,) és tébb arterio-venosus anasztomoézis figyel-
hetd meg (5/a. abra).

A stromabél a kéreghe 1épG (secunder) artéridk dgainak szama, kalibere,
elagazasi térségének alakja fiigg a petefészek funkecionalis allapotatél. A primér
és secunder tiisz6t néhany enyhén gorbiil§ artérias kapillaris dleli koriil. A fol-
likulus névekedése soran a theca sejtjei epitheloid jelleget dltenek és kozéjitk
a szamban megsokszorozédott artériakbél a theca externa fel8l szimos kapil-
laris ng be, amelyek b&séges halézatot alakitanak ki (5/b—c abra).
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4. @bra:A bursa ovarica-ba adott kiilonb6z6 dézist PGF,, és PGE, hatdsa a petefészek stroma-

jadban a szoveti véraramldsra. 49, = eltérés a kiinduldsi értéktél. 49, - perc = a 75 perces id&-

tartam alatti szdzalékos valtozdsok osszege. O = dtlag +S. E., a kisérletek szdma dézison-
ként =5, *= p=<0,05; ** = p<0,01

A cortex felszinének vérellatasa szegény. Az artérias és vénas kapillari-
sok a primér tiisz6k kozott a felszinre merdlegesen futnak, de azt nem érik
el. A cortex-ben a-v- anasztomézisok nem talalhaték. (5/b. abra).

A sargatesteket artériakbél, arteriolakbol, venuldkbél és vénakbél alle
érréteg veszi koriil, amelyek a sargatest sejtjei kozott gazdag kapillaris haléza-
tot alakitanak ki (5/d. abra). A sargatest belsejében az erek kiterjedten anasz-
tomozalnak (5/e—f abra), az egyik sargatest vascularis héja viszont a masik
sargatest vascularis héjaval nem kozlekedik. A tiisz6 és a sargatest artérias
érhalézatanak sémas vazlatat a 6. abra mutatja.

Megbeszélés

Juhban (Koering, 1974) és tengerimalacban (Horton és Poyser, 1973)
igazoltnak latszik, hogy az uterusz luteolitikus faktora azonos a PGF, -val.
A petefészek és az uterusz szoros vascularis kapcsolata vezetett arra a feltéte-
lezésre, hogy az uteruszban termelédott PGF,, az utero-ovarialis vénan ve-
noconstrictiét okozva (Pharris, 1971), vagy juhban egy ,,counter current’
mechanizmus révén a petefészekbe jutva (McCracken,1971) sargatestischémiat

2r Orvostudomdny 27, 1976



192 VARGA - UNGVARY —FOLLY

valt ki, ami luteolizishez vezet. Baird (1974) PGF,, hatasara juh petefészekben
nem tudott ischémiat megfigyelni. A PGF, alterhes nyul petefészkében a vér-
eloszlast valtoztatta meg gy, hogy a corpus luteumban csékkenti a véraram-
last, a stroméaban és follikularis szévetben viszont fokozza (Novy és Cook, 1973).
Masok hasonlé kisérletben csak a petefészek stromajaban figyeltek meg véraram-
las novekedést, az ovarium tobbi kompartmenjének véraramlasa nem valtozott
(Bruce és Hiller, 1974; Janson és mtsai, 1975). Termoelemes méréseink alapjan
tgy tlnik, hogy a PGF, kutyaban is fokozza a petefészek stroma véraramlasat,
a szerv vascularis ellenallasa ugyanakkor valtozatlan marad. A PGF,, tehat a
petefészek véraramliasanak a szerven beliili eloszlasat valtoztatja meg. Ez nem
torténhet a kéreg rovasara, mivel a-v. anasztomézisok kutyakban is, mas spe-
ciesekhez hasonléan (Watzka, 1957) csak a hilusban és a stromaban mutathaték
ki. Valészintibb, hogy a hilus-stroma hataron levé shuntok zarédasaval és esetle-
ges collateralisok megnyilasaval a total petefészek véraramlas nagyobb hanyada
lat el nutritiv feladatokat a stromaban.

A PGF,, terhes kutyaban csokkenti a progeszteron szekréciét (Jochle
és mtsai, 1973). Fennallhat annak a lehetdsége, hogy a PGF, kutyaban is
azonos az uterusz luteolitikus faktoraval. Az utero-ovarialis érszerkezet ku-
tyaban is megfelel azoknak a kiovetelményeknek, amelyek alapjan mas spe-
ciesekben a ,,counter current’ mechanizmust feltételezik. Vitatott azonban,
hogy a veno-arterialis specialis anyagtranszport az uterusz és a petefészek
koézott fiziologias koriilmények kozott létezik-e (Coudert és mtsai, 1974).
Kisérleteink alapjan viszont nem valészind, hogy a luteolizis kialakuldsaban
ischémianak elsGdleges szerepe lenne.

A sargatest vérellatasa a bGséges anasztomoézissal rendelkezd érburok
altal kiilonlegesen biztositott. A kapillaris halézat rendkiviil b8, minden sejtet
kapillaris olel koriil. Ez lehet§séget biztosit arra, hogy a vérbe érkezd trofikus
vagy litikus agens egyidSben érje el az 8sszes sejteket, és a gyors funkcionalis
valtozasok végbemehessenek.

A bursa ovarica-ba adott PGF, a kisérletek nagy részében jellegzetes
ritmikus valtozast idézett el§ a petefészek véraramlasdban. A kb. 2 percen-
ként ismétl6dd hullamok kialakulasa feltehetden a petefészekben jelentds
mennyiségben talalhaté simaizomelemek kontrakciés tevékenységével fiigg
ossze. A PGE, adagoldsa utdn hasonlé valtozas nem figyelhet§ meg. Eszlelé-
siink dsszhangban van azokkal az adatokkal, miszerint a petefészek kontrak-
ciés elemeit az PGF,, 6sszehuzddasra serkenti, a PGE, viszont elernyeszti
(Virutamasen és mtsai, 1972; O’Sea és Phillips, 1974).

Kutyaban az ACTH jelent8sen fokozza a petefészek véraramlasat (Stark
és mtsai, 1967; Stark és Varga, 1968). Az ACTH-hoz hasonlé hatast fejt ki a
PGE,, az ACTH hatésa viszont prosztaglandin szintézist gatlé indomethacin-
nal jelentdsen csokkenthetd. Ugy tiinik, hogy az ACTH véraramlast stimulalé
hatasaban a PGE, mediator (Stark és Varga, 1975). A gonadotrop hormonok
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kéziil az LH valt ki vérbGséget a petefészekben (Wurtman, 1964), bar anészt-
ruszos kutyaban akut hatdsat nem tudtuk megfigyelni (Stark és Varga, 1968).
A tiisz8érés és az LH stimulus soran a PGE, és a PGF,, fokozott mennyiség-
ben képzddik a petefészekben (LeMaire és mtsai, 1973; Bauminger és Lindner,
1975). A keletkezett prosztaglandinoknak a szteroidogenezisben (Kuehl 1974;
Marsch és LeMaire, 1974) és az ovulacié folyamataban (Virutamasen és mtsai,
1972; O’Sea és Phillips 1974; Richman és mtsai, 1974) tulajdonitanak fontos
szerepet. Eredményeink arra utalnak, hogy a PGE, a petefészek teljes (total)
és helyi (szoveti) véraramlasnak szabalyozasaban egyarant szerepet jatsz-
hat, mig a PGF,, a petefészken beliil a véreloszlas megvaltozasat okozhatja.
Mindezeknek fokozott jelentdségiik lehet az 6sztrusz és a terhesség alatt, ami-
kor a petefészek megnagyobbodik és benne a kiilonboz6 szovetféleségek ara-
nya megvaltozik.

Kiszonetnyilvanitas !

Eziton mondunk készénetet Kiss Zsuzsannanak, Toreky Gézanénak és
Horvath Janosnak a kivalé technikai segitségért. A kisérleteinkben hasznalt
prosztaglandinokat Dr. J. E. Pike (Upjohn Co., Kalamazoo, U. S. A.) bocsa-

totta rendelkezésiinkre.

Osszefoglalis

Az ovarialis ciklus kiilonb6z8 szakaszaban levd kutyakat chloralose-
urethannal altattak és kézépsd laparotomiat végeztek. Az allatok egyik cso-
portjdban a petefészkeket ,,in situ” izolaltdk és mérték a PGF,, és PGE,
hatasat a perfiziés nyomasra, amelynek valtozasabél a szerv teljes, (total)
véraramlasdra kovetkeztettek. Az allatok masik csoportjaban, a petefészek
erek érintése nélkiil, termoelemet vezettek mindkétoldali petefészek stroma-
jaba és mérték a bursa ovarica-ba adott PGF, o és PGE, hatasat a helyi, sz6-
veti véraramlasra. A petefészek érszerkezetét latex és zselatinos tus feltoltéssel
vizsgaltak. A PGF,, 25,0—50,0—100,0 és 200,0 ng/kg/min 15 perces i. a. infi-
zi6ja nem okoz kovetkezetes valtozast a perfiziés nyomasban, ugyanakkor a
PGE, 3,1—-6,2—12,5 és 25,0 ng/kg/min 15 perces i. a. infliziéja ardnyosan a
dézisok nagysagaval csokkenti azt. A bursa ovarica-ba 15 percig infundalt
50,0—100,0 és 200,0 ng/kg/min PGF,, vagy 25,0—50,0—100,0 ng/kg/min
PGE, a dézisok nagysagaval aranyosan fokozza a petefészek stromajaban a
véraramlast. Feltételezésiik szerint a PGF,, a hilus — stroma hataron levé
shuntékre hatva, gy valtoztatja meg a petefészken beliili véreloszlast, hogy
a teljes véraramlas megvaltozasa nélkiil annak nagyobb hanyada aramlik at
a stroma kapillaris szerkezetén. A PGE, a petefészek teljes és helyi véraram-
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lasinak megnivelésére egyarant képes. A két PG-nak jelentdsége ! az
ovarialis ciklus és terhesség alatt a petefészekben a véreloszlas és véraiumlis
szabalyozasaban.
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AZ IMMUNOLOGIAI SPECIFICITAS PROBLEMAI

GERGELY JANOS, az orvostudomdnyok doktora

Kozlésre érkezett: 1976. VIII. 16.

Az immunolégiai folyamatok legfontosabb jellemzGje azok specificitasa.
Az immunolégiai specificitas klasszikus megfogalmazasa Landsteiner nevéhez
fliz6dik, aki sokoldalu vizsgalataival igazolta, hogy — kevés kivételtdl elte-
kintve — egy immunsavé jobban reagal a termel6dését kivalté antigénnel,
mint mas rokon, vagy eltérd szerkezetli struktirikkal (Landsteiner, 1942).
Bar Landsteiner az ellenanyagok specificitasaval foglalkozé klasszikus mun-
kéiban viszonylag széles bazisra helyezi az antitestek specifikus reakciéjat a
megfelel§ antigénekkel — hiszen ravilagit a rokon-struktirakkal valé reakcio
lehet8ségére, munkai és a kérdésre vonatkozé egyéb kutatasok nyoman az
immunolégiai specificitas fogalma mégis gy keriilt at a koztudatba, hogy az
immunfolyamatok specificitasa egy adott antigén determinéans, vagy haptén
és a csak vele kapcsolatba 1épni tudé ellenanyag antigén kotd helye kozotti
reakciora szoritkozik. Ennek a felfogasnak joggal adott alapot az a szamtalan
megfigyelés, amely a megfelel§ médon elGallitott immunsavék monospecifi-
citasat igazolta. Ezeknek a vizsgalatoknak ,,8se” éppen Landsteiner munkai-
ban talalhaté, aki hordozé fehérjéhez kotott haptének sztereoizomérjei kozott
tudott immunsavéival kiillonbséget tenni. Az immunsavék specificitasdnak
illusztralasara jo példa az immunoglobulin molekulak kénnyid lanca. Ennek,
az altalaban 214 aminésavbal allé lancnak C terminalis szekvenciaja alap-
jan kappa és lambda tipusat kiilonboztetjiik meg. A kappa tipusi lancok
genetikus polimorfizmust mutatnak és attél fiiggden, hogy a 191. poziciéban
leucin, vagy valin van, megkiilénbéztetiink Inv (1, 2) ill. Inv. (3) tulajdonsa-
got. Azt a szerkezeti kiilonbséget, amit ebben az egy poziciéban bekévetkezd
amindgsav-csere eredményez megfeleld immunsavé jol detektalja.

Az immunoldégiai specificitasnak ezt a formajat serologiai specificitasnak
nevezhetjiik, mivel mindig egy adott antigén (haptén) és a csak vele reagalo
ellenanyagot tartalmazé immunsavé kozdtti reakeiét jelenti. A serologiai spe-
cifitast azonban altalanositottdk valamennyi immunreakciéra, igy az in vivo
lezajlé immunfolyamatokra is, abban jelslve meg az immunfolyamatok lénye-

* El6adds. Elhangzott az MTA Agrir-, Biolégiai- és Orvostudoményok Osztalyidnak
egyiittes iilésén 1976. mdjus 4-én.
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gét, hogy az antigén inger hatésira azzal, és elsGsorban csak azzal reagalni
tudé ellenanyagok keletkeznek, amelyek végiil az antigén specifikus elimina-
ci6jat eredményezik. Ez a szemlélet kés6bb az immunvalasz cellularis ese-
ményeinek értelmezésénél éppugy érvényesitette hatasat, mint az antigén fel-
ismerés, vagy immunolégiai tolerancia jelenségeinek magyarazataban.

Mindezek alapjan az immunfolyamatok specificitdsat az antigén deter-
minans (haptén) és a vele specifikusan kapesol6dé struktira (ellenanyag aktiv
hely) kélesonhatéasa biztositja. Tekintettel arra, hogy mind a mai napig az
ellenanyag molekulan kiviil mas struktirat talalni, amely az antigénnel effek-
tor funkciékat megindité kapcsolatba tud lépni, nem sikeriilt, az immunolé-
giai specificitas torvényszertliségeinek tanulmaényozasa a haptén-ellenanyag
kélesonhatas elemzésére korlatozédik in vitro, in vivo egyarant.

Az elmult évtizedek kutatésai fényt deritettek az ellenanyagok szerkeze-
tére, igy az ellenanyagok specificitisanak strukturalis bazisara is (6sszefog-
lalva: Gergely 1975). Az ellenanyag tulajdonsagot hordozé immunoglobulin
molekulak 4 polipeptid lancos alegységhgl épiilnek fel. A konnyd és nehéz
polipeptid lancok eredetiiket tekintve egy mintegy 110 aminésavhél allé &si
fehérje struktirara vezethetd vissza, amelyb&l megfelel génduplikiciok ered-
ményeképpen alakultak ki a ma ismert immunoglobulin molekulik. Ennek
megfelelden a lancok szerkezete sok rokon vonast mutat. Legjellegzetesebb
sajatsag az N-terminalis lancszakaszokat jellemz§ nagyfoku variabilitas és a
C-terminalis lancszakaszok konstans aminosav sorrendje. Ez a szerkezeti ket-
téosztottsag egyben az N és C-terminalis részek funkcionalis kiilonbségét is
jelzi: a variablis szekvenciakat tartalmazé molekularész az antigénnel valé
kapcsolodast, a konstans szekvencidji rész pedig az effektor funkciékat biz-
tositja. A variabilis lancrészek felépitése is sajatsagos. Viszonylag homolog
aminosav sorrendet mutaté un. vazszekvenciak kozott rendkiviili variabili-
tast mutatdé pozicidkat talalunk: ezek az tin. hypervariabilis régiéi a lancok-
nak. 3 ill. 4 ilyen hypervariabilis régiét talalunk a kénnyd és nehéz lancokon,
amelyek a molekula térszerkezeti elrendez&dése folytan ellenanyagonként
valtozé alakd és meéretid ,,zsebet” alkotnak. Réntgendiffrakeiés vizsgalatok
példaul egy ilyen zsebet ékalaki iiregként jellemeztek, amely 12A mély, be-
szajadzasanak atméréi pedig 15 ill. 20A-6t mutattak (Segal és mtsai, 1974).
A zseb falai kizarélag a hypervariabilis régioknak megfelel6 aminosavakat tar-
talmaztak. A rontgendiffrakeciés vizsgalatok éppigy, mint az affinity labelling
segitségével nyert adatok azt igazoljak, hogy a haptén ,,.bekotGdés” a hyper-
variabilis régiok alkotta zsebbe torténik. (Amzel és mtsai, 1974, Richards és
mtsai, 1974) A haptén-kot8 helyeknek ez a nagyfokd variabilitdsa aranyban
all a természetben el6fordulé antigén-struktirak nagy szamaval és biztositja
a sok eltérd szerkezetd haptén komplementer struktirait.

Az immunoglobulin szerkezetvizsgalatok tehat j6l ésszhangban vannak
az immunfolyamatok specificitasira vonatkozé felfogassal: az ellenanyagok
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N-terminalis variabilitisa biztositja az antigének nagy szamdval adekvdt, eltéro
szerkezeili antigén koto helyet a magasabb rendii szervezetekben.

Tovabbi kérdés, hogy genetikailag biztositott-e ilyen nagyszami ellen-
anyag molekula képzédése. Az immunoglobulin molekulak genetikai szem-
pontbdl egyediilallé helyet foglalnak el a fehérjék kozott. A variabilis és kons-
tans szakaszokbdl felépiilé lancok kédolasa — eltérden az egy gén egy poli-
peptid elvt8l — legalabb két, egy variabilis és egy konstans-gén részvételét
feltételezi polipeptid lanconként. Ez egyben azt is jelenti, hogy a variabilis
szekvencidk kédolasahoz kozel annyi V-génnek kell lenni a genomban, ameny-
nyi az antigének feltételezett szama. Az egymassal szemben allé hipotézisek
szerint az immunolégiailag érett egyed rendelkezhet ennyi V génnel, ezek
eredetére nézve azonban eltérdek a felfogasok. A germinalis hipotézis hivei
szerint a 10°%—10° nagysagrendd variabilis struktira kédolasahoz sziikséges
génallomany a species evolicidja soran alakul ki, a szomatikus mutaciés elmé-
letek viszont az egyedfejlédés idejére teszik a variabilis gének zomének kelet-
kezését. Eltekintve a variabilis gén-struktirak megjelenésétsl végeredmény-
képpen valamennyi hipotézis megegyezik abban, hogy a rendkiviili heteroge-
nitdast mutaté ellenanyagok képzésében sziikséges nagy szamu V-génnel az im-
munolégiailag érett szervezet rendelkezik. Az antigének nagy szamaval aranyos,
eltérd szerkezeti ellenanyag molekula kédolasa tehat biztositott.

Az immunolégiai specificitasnak fenti értelmezése jol dsszhangban all az
ellenanyagképzés klonszelekcios elméletével (Burnet, 1959), amely azon ala-
pul, hogy egy ellenanyag-termeld sejt csak egy adott primer szerkezeti ellen-
anyag molekula termelésére képes. Ez az ellenanyag molekula — amikor az
immunfolyamatokban kompetens lymphocytak antigén iranti elkotelezettsége
az érési folyamat soran kialakul — antigén felismerd receptorként a sejt felii-
letén megtalalhaté. Az immunolégiai specificitas tehat mar az antigén felis-
merés alkalmaval is érvényesiil: klonalis oszt6das — a tulajdonképpeni immun-
folyamat elsé fazisa — csak azokban a sejtekben kévetkezik be, amelyek felii-
letén a specifikus receptor-haptén kapcsolédas létrejott.

Az ellenanyag szerkezetre, az ellenanyag képzés genetikai regulaciéjara
vonatkozé adatok éppigy, mint az ellenanyagképzés egyeldre iddtallonak
latszé klonszelekciés elmélete nem szél az ellen, hogy az immunfolyamatok
specificitasa az antigén-determinans és antigénkotd hely komplementer kap-
csolodasin nyugszik. Nem szabad figyelmen kiviil hagynunk azonban, hogy
az antigén-antitest kapcsolédasnak ez a nagyfoku fajlagossaga altalaban mes-
terségesen monospecifikussa tett immunsavékkal tanulmanyozhaté. Ez pedig
rendkiviil leegyszerisitett szituaciét jelent az in vivo lezajlé immunfolyama-
tokhoz képest. Kérdés tehat, hogy a serologiai specificitdas sokszorosan igazolt
jelensége in vivo is jellemzi-e az antigén hatdsdra megindulé folyamatokat.

Mindenekel8tt vizsgaljuk meg azt a kérdést, hogy egy ellenanyag mole-
kula antigén-kotd helye (,,zsebe”) csak egy hapténnel tud-e reagalni, vagy
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esetleg tobbel, tovabba, hogy egy adott haptén csupan egy adott H-L-lanc
parral reagal-e? Ez ugyanis a szerkezeti alapfeltétele annak, hogy a ,,serologiai
specifitas’ in vivo kériillmények kozott is meghatdrozza az immunvalasz spe-
cificitasat.

T6bb olyan adatot talidlunk az irodalomban, amely azt mutatja, hogy
egy monotipusos immunoglobulin antigén kito helye egynél 16bb haptén kitésére
alkalmas (Richards és mtsai, 1974). Egy amerikai kutatécsoport pl. egy nyuil-
galva 4 esetben talalt keresztreakciét. Még érdekesebbek azok a réntgenkrisz-
tallografias vizsgélatok, amelyek azt bizonyitottak, hogy vannak olyan hap-
tén-kotd helyek, amelyekben nemcsak egy, hanem tébb haptén is be tud ké-
t6édni, tovabba<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>