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1. Bevezetés

Az utébbi két évtizedben az idd eldtti haldlozasok 80%-aért felelds sziv- és érrendszeri
betegségek, valamint a daganatos betegségek kemoprevencidja felé fordult a figyelem. A
kutatdsok intenzitdsara mi sem jellemz6bb, mint az, hogy néhdny év alatt a daganatos betegségek
kemoprevencidjara vonatkozo irodalom attekinthetetlenné valt.

Az a tény, hogy a kutatdsok intenzitdsa ellenére a daganatok kemoprevencidja ma még alig
mutathat fel eredményt, mddszertani nehézségekkel magyardzhaté. Egy 4j molekula kiprébalasa
elvileg nem kiilonbozhet a praeklinikai és klinikai farmakolégia mddszereitdl, a gyakorlatban
azonban szdmos probléma vetddik fel. Sejttenyészetek, vagy molekuldris biologiai médszerek ma
még nem alkalmasak a preventiv hatdsok (kiilondsen az attét-képzodést gatlé tulajdonsdgok)
mérésére, ezért daganatos dallatokra van sziikség. Nem vildgos, hogy mivel idézhetd eld
legmegbizhatébban a kisérleti dllatokban daganat: kémiai rdkkeltokkel, virusokkal, vagy ionizal6
sugdrzdssal. A kérdés azért jogos, mert ha a kemopreventiv molekula igéretesnek tlinik, nem
biztos, hogy a hatds dltalanosithat6, hanem csak arra a kémiai rdkkeltére, vagy 4llati virusra
specifikus, amelyikkel a daganatot eldidézték. Az is bizonytalan, hogy a kifejlddé daganat
carcinoma, sarcoma, vagy leukaemia lesz-e, és a kiprobdlandé molekula melyik daganattipusra
lesz hatdssal. Az sem bizonyos, hogy az igy keletkezett tumor &ttétet ad-e, holott a human
daganatos betegségek haldlos kimenetele az attétek képzddésére vezethetd vissza. Tovébbi
probléma, hogy mivel egyik rdkkeltd anyag, virus, vagy besugirzds sem 100%-os hatdsu,
viszonylag nagyszamu kontroll és kezelt dllatot kell hasznélni, a lappangdsi id6 pedig tobb hénap,
esetleg 1-2 év lehet. Az eldbbi az dllatvédok heves tiltakozasat valtja ki, az utébbi pedig sok id6t
és pénzt emészt fel. Mindezek elvégzése utdn keriilhet sor az emberi kiprobéldsra, amely azonban
— eltérden a klinikai pharmakologiai vizsgalatoktdl — szokatlanul nagyszamu 6nkéntes kontroll és
kezelt csoportot igényel, és az eredmények kiértékelésére csak hosszu évek, még inkdbb évtizedek
mulva keriilhet sor. Ezek azok a mddszertani nehézségek, amelyek miatt a kemoprevencids
tudomdanyos kutatdsok olyan nehezen haladnak eldre.

Azok a kisérletek, amelyeket az elmult években végeztiink, a praeklinikai vizsgalatok
egyszerlsitését és megbizhatdsdgat szolgaltdk. Olyan mddszert kivantunk kidolgozni, amely
viszonylag kevés dllaton, rovid id6 alatt megbizhaté eredményt ad, mikozben figyelembe veszi

mindhdrom daganattipust, €s figyelemmel kiséri a képz6do attéteket. Ezen vizsgalatok sordn azt a



kisérleti rendszert tartottuk a legalkalmasabbnak, amelyekben kémiai rdkkeltékkel eldidézett
hepatocarcinomdk, mesoblastos nephromék és myelomonoblastos leukaemidk sejtjeinek 10° (~ 1
mg) mennyiségét kontroll, illetve a vizsgdland6 vegyiilettel eldkezelt patkdnyok vesetokja alda

tiltettiik.

1.1 Kémiai karcinogének

Kémiai rakkeltdknek nevezi a szakirodalom azon a szervetlen €s szerves molekuldk
Osszességét, amelyek az emberi szervezetbe jutva fokozzdk a daganatok gyakorisdgat, vagy
kisérleti dllatokba juttatva rosszindulatu daganatokat idéznek eld.

A kémiai rakkeltdk 1étezését sejtetd megfigyelések inditottak utjara a kisérletes rakkutatdst
is. Japan kutatok egerekben bizonyitottdk a katrany és a katrdnytermékek rakkeltd hatdsat, és ezzel
az egyszerli modellel elinditottdk az elsé rakkeltd csoport, a policiklikus szénhidrogének
izolalasét, szerkezetiik meghatdrozasat és eloforduldsuk vizsgalatit az emberi kornyezetben. A
masodik csoportba az aromas aminok tartoznak, amelyek felfedezésében nagy szerepe volt az
emberben megfigyelt anilin okozta hdlyagraknak. A harmadik csoport tagjai a nitrézaminok,
amelyek felfedezése a véletlennek kdszonhetd. Angol kutatdk irtdk le, hogy a gydgyszernek szant
dimetil-nitrozamin patkdnyokban elsédleges madjtumort okoz ordlis és subcutan adagoldssal
egyardnt. Az6ta szamos, ebbe a csoportba tartoz6 vegyiiletrdl (dietil-nitr6zamin, nitrozo-metil és —
etiluretdn, stb.) kideriilt, hogy valamennyi laboratériumi allatfajban tumor idézhet6 el veliik mar
kis koncentracidban is. A rakkeltd vegyiiletek negyedik nagy csoportjat az aflatoxinok alkotjdk,
amelyek a mdj és az epeutak tumorait okoztdk madarakban és patkdnyokban egyarant. Az 6todik
nagy csoportba egymastol tavol 4ll6 vegyiileteket sorolunk: szervetlen vegyiileteket (pl. azbeszt),
természetes anyagokat (pl. gombafajok hidrazinjait), és szintetikus szerves termékeket (pl.
peszticidek).

A nagyszdmu karcinogén koziil kisérleteinkben a dimetil-nitrézamint és a 7,12-
dimetilbenzantracént haszndltuk. Az eldbbivel djsziilott F344 patkdnyokban hepatocarcindmat és
mesoblastos nephromdt indukéltunk, mig az utdbbival 50 napos Long-Evans patkdnyokban

myelomonoblastos leukaemiat.

1.2. Kémiai rakkelt6k hatasmechanizmusa

A molekuldris bioldgiai kutatdsok legfdbb eredménye az, hogy barmilyen nagyszamu és



eltérd kémiai csoportrél legyen is sz6, a hatdsmechanizmus kozel azonos. Altaldnos szabaly, hogy
a szervezetbe keriilé rdkkelté molekuldk valtozatlan formdban vagy dtalakulds utdn a DNS
valamelyik bazisdhoz kotddnek (adduktumképzdédés). Ha a kotdédés helyén mutdcidk vagy
egyenértékii bazisvaltozasok kovetkeznek be, s azok onkogéneket vagy onkoszupresszor géneket
érintenek, €s a mutdciok rogziilnek (hidnyos repair mechanizmusok esetén), akkor bekovetkezik a
célsejt transzforméacidja €s normadl sejtekbdl lappangd daganatsejtek lesznek.

A rékkeltok jelentds része enzimatikus aktivélds, biotranszformdcio (citokrém P-450 fiiggd
monoamino-oxiddzok) utdn fejti ki hatdsat. A folyamat sordn a hatdstalan ,,prokarcinogénbdl”
eldszor gyenge hatésu ,,kozbiilsd karcinogén”, majd erds hatdsu ,,végso karcinogén” keletkezik.

Az éltalunk hasznalt karcinogének koziil a dimetil-nitrézamin (DMNA) mind in vivo, mind
pedig in vitro metabolizalédik. In vivo, patkdny m4dj mikroszomalis vizsgdlatokban bizonyitottdk,
hogy oxidativ N-dealkildcids folyamatok sordn formaldehid keletkezik. A folyamat sordn aktiv
alkilgyok keletkezik, amely végso karcinogénként a DNS megfelel6 bazisdhoz kotddik. A DMNA
a guanint képes kovalensen modositani (metilezni). Leggyakrabban a guanin 7-es nitrogén,
ritkdbban a 6-os oxigén atomjaihoz kapcsolédik, ezéltal 7-nitro-metilguanint (N’-MeG) vagy 6-
oxi-metilguanint (0°-MeG) képez. A 0°-MeG ugy viselkedik, mintha adenin lenne, és a timinnel
alkot bazispart. Az egymadst kovetd sejtosztédasok alkalmaval tehdt az eredeti GC parbdl eldbb 6-
oxi-metil guanin — timin par, majd adenin — timin pdr lesz, igy a kéd megvaltozik.

A xenogén policiklikus szénhidrogéneket — igy a dimetilbenz-antracén-t (DMBA) is —
mikroszomalis monooxiddzok 7,8-epoxid szarmazékokka alakitjdk 4t. A keletkezd vegyiileteket a
mikroszomalis epoxid-hidrdz 7,8-dihidrodiolld redukélja. A biotranszformacié sordn ,,kozbiilsd
karcinogének” is keletkeznek. A metabolizici6 tovabbi 1épéseiben a vegyes funkcidji oxiddzok

hozzék 1étre a ,,végso karcinogént”, a 7, 8-dihidrodiol-9, 10-epoxidot.

1.3. A Kkisérletes daganatok transzplantacidja

Mivel a XIX. szdzad végén egyre tobb kutatdé érezte ugy, hogy a spontin daganatok
korfejlddésének kovetése mind emberben, mind a kisérleti dllatokban elégtelen, megprobalkoztak
az allatok spontdn tumordnak transzplantacidjaval, hogy igy nagyszamdu, megfigyelésre alkalmas
anyaghoz jussanak. El0szor dllatorvosok prébalkoztak tobb-kevesebb sikerrel hédzidllatok spontdn
tumorainak atiiltetésével mds, ugyanazon faju hdazidllatokba, majd 1889-ben Hanau olyan

patkdnydaganatot taldlt, amelyet sikerrel oltott 4t mds patkdnyokba, és 6t évvel késébb Moreau



olyan spontan egérrakra bukkant, amelyet sikerrel oltott tovdbb mas egerekbe. A XX. szdzad els6
éveiben Jensen, Bashford és Murray megéllapitottdk, hogy az &toltott tumorok mindenben gy
viselkednek, mint az emberek rosszindulatd daganatai, és a daganatok atoltdsakor az uj daganat
nem a gazdadllat, hanem az 4toltott daganat sejtjeibdl fejlédik — azaz valddi transzplantaciérdl van
sz0. Az 1934-es év ujabb fordulatot hozott: ekkor mutatta ki Andervont, hogy nemcsak a spontin
tumorok transzplantdlhatok, hanem a kémiai tton elééllitott kisérletes daganatok is.

A transzplantaciok sordn nemcsak azt figyelték meg, hogy a daganattorzsek a gazdatdl
eltérd faju allatokba nem iiltethetdk at, hanem azt is, hogy ugyanazon fajon beliil is problémak
adédhatnak. fgy pl. Michaelis a Jensen tipusi egérrdkot nem tudta atiiltetni a Koppenhdgdban
tenyésztett egerekbdl a Berlinben tenyésztett egerekbe. Ez a felismerés vezette Little-t, hogy
eldallitsa az elsd, genetikailag azonos egyedekbdl dll6 beltenyésztett egértorzseket, és ezzel uj
fejezetet nyitott nemcsak a tumor-, hanem a transzplanticiés immunoldgia teriiletén is.

A tovédbbi kisérletekbdl kideriilt, hogy attdorve a transzplantdcios rezisztencidt, barmely
allatfaj és az ember daganata sikerrel 4tiiltetheté thymushidnyos csupasz egerekbe. Ebbdl az
észlelésbdl indultak ki Bogden és mtsai is, akik emberi tumor-darabkdkat helyeztek thymus-
hidnyos csupasz egerek vesetokja ald abbdl a célbdl, hogy emberi tumorok elleni kemoterdpids

szerek hatékonysagét probaljak ki.

1.4. Metastasis modellek

A metastasis kutatdsban haszndlt ugynevezett transzplanticiés modellek két nagy
csoportba oszthatok. A szingenikus transzplantdciés modellek leggyakrabban egér vagy patkany
tumoros sejtvonalakra, szovetekre vonatkoznak, amelyek az eredeti sejtvonallal, illetve szovettel
megegyezd genetikai hattérrel rendelkezd beltenyésztett dllatokban daganatot eredményeznek. A
kozelmultig a szingenikus sejtvonalakat vagy karcinogének 4ltal indukalt, vagy spontdn kialakul6
egér — vagy patkdnytumorbdl nyerték. A szingenikus modellek eldnye, hogy a transzplantélt
szovet, a tumor mikrokornyezete és a befogadé egyazon genetikai hattérrel rendelkez6 fajtol, vagy
azon belill torzstdl szdrmazik. Ezek a modellek azonban nélkiilozik a humédn daganatok szdmos
fontos jellemzdjét.

A metastasis vizsgélatdban alkalmazott transzplanticiés modellek masik nagy csoportjat a
xenograft modellek alkotjdk. Ezek olyan humédn tumoros sejtvonalak, szovetek, amelyek teljes

vagy részleges immunhidnyos dllatokba beiiltethetéek és ott tumorrd fejlddnek. Fontos



megjegyezni, hogy a rdkos és stroma sejtek kozott kolcsonhatdsok alakulnak ki. A xenograft
modellek alkalmazdsa soran figyelembe kell venni, hogy egyes esetekben a fajspecifikussag nem
teszi lehetdvé ilyen, a fajok kozotti hatart 4tlépd kolcsonhatdsok megjelenését. Mivel ezekben a
modellekben a befogadd szervezet immunhidnyos, lehetetlenné vélik az immunrendszer tumorra
gyakorolt hatdsdnak vizsgélata.

A metastasis képzddés vizsgdlatinak szdmos modja ismeretes. Az egyik legelterjedtebb
modszer, hogy kozvetleniil a keringésbe (intravéndsan, intraartéridsan €s intracardidlisan) juttatjak
a tumor sejteket. A bejuttatds helyétdl és a tumoros sejt ,,tropizmusatol” fiiggéen alakul vagy nem
alakul ki a test tdvolabbi pontjdn metastasis. A modszer kikeriili a lokdlis tumor névekedésének
1épéseit €s a daganatos sejtek vérerekbe jutdsat azdltal, hogy a tumor sejteket kozvetleniil a
keringésbe juttatjadk. Mdj - 4ttét kialakuldsdhoz a l1épbe vagy a portdlis véndba injektédljdk a
sejtszuszpenziot. Kozvetleniil a szivbe torténd fecskendezés szdmos helyen okoz metastasist,
beleértve a csontot is. A Paget dltal megfogalmazott ,,mag - talaj” hipotézis szerint tehat a tumor
novekedését a tumorsejt (=mag) egyedi jellemzdi és a mikrokdrnyezetbdl (=talaj) jovo megteleld
novekedési és tulélési jelzéseket befogado képességei hatarozzak meg.

A tumoros sejtek kisérleti allatokba torténd juttatisdnak madsik csoportjdba azok a
moédszerek tartoznak, amelyek sordn a sejteket szoveti kornyezetbe juttatjdk (subcutan,
intradermalisan, intramuscularisan vagy specifikus  szervekbe, szovetekbe). Ennek
eredményeképpen lokdlis daganat alakul ki, amely az esetek egy részében metastasist ad. Igen
elterjedt transzplanticiés modell a tumorok subcutan beiiltetése. Ezekben az esetekben ritkdn
figyeltek meg spontdn metastasist a tdvolabbi szovetekben, ezért az ilyen modelleket gyakran
,hem metastatizdl6” modellként emlegetik. A ,mag - talaj” hipotézis transzplanticids
modellekben torténd alkalmazdsa azt eredményezte, hogy a daganatos sejteket az egerekbe
ortotopikus transzplanticié sordn iiltették be. Ez a sejtek olyan szovetbe vagy szervbe torténd
beiiltetését jelenti, amelybdl az szovettanilag szdrmazik. Az igy kifejlesztett modellek jobban
megkozelitik a modellezett huméan rendszert. Az ortotopikus implanticié gyakran eredményez
metastasist, €s relevdnsabb kolonizédciés mintdzatot mutat, mint az azonos koriilmények kozott

végzett heterotopikus beiiltetés.



2. Célkitiizések

A daganat-kemoprevencids vizsgdlatokhoz olyan médszert kivantunk kidolgozni, amely

viszonylag kevés dllaton, rovid id6 alatt megbizhaté eredményt ad, mikozben figyelembe veszi

mindhdrom daganattipust — a carcinomdt, a sarcomdt és a leukaemidt —, és koveti a képzddo

attéteket. Ennek a feladatnak a megval6sitdsahoz a kovetkezd célokat tliztiik ki:

1.

A rendelkezésiinkre all6 kémiailag indukdlt hepatocelluldris carcinomat (He/De), a
mesoblastos nephromdt (Ne/De), illetve a myelomonoblastos leukaemiat (Myl/De)
mindeddig 4llatrél-dllatra tumordarabkdkkal iiltettik tovdbb, ami a tumortdrzs
mutdcidjdnak kockdzatat hordozza, lehetetlenné teszi az implantitum sejtszdmanak
meghatdrozdsat, és nagyszdmu dallat feldldozdsat kivdnja. Munkdnk sordn a kémiailag
indukdlt tumorok in vitro tenyészthet6ségét vizsgiltuk. Be kivantuk bizonyitani, hogy a
teny€szetbdl kialakithatbak olyan sejtvonalak, amelyek fagyasztott allapotban 1is

fenntarthatdak, és reimplantdlhatéak vesetok ala.

Igazolni kivantuk, hogy vesetok ald iiltetett kémiailag indukalt 10° daganatsejt minden
esetben nyirokcsomé metastasist képez, illetve célul tliztiik ki a metastasis kialakuldsahoz

sziikséges id0 meghatarozasat.

A kémiailag indukalt daganatsejtek eloszlasat képalkoté médszerekkel kivantuk vizsgalni.
Célul tiiztiik ki a harom kémiai tton keletkezett daganattipus, valamint a normal sejtek
BEDG felvételi mechanizmusdnak 6sszehasonlitsét, illetve annak bizonyitdsat, hogy a
humdn gyakorlatban mar bevalt '"FDG radiofarmakonnal végzett tumordiagnosztikai
modszerek a kémiailag indukélt tumorok, illetve az ezeket hordoz6 patkdnyok esetében is

hasznalhatdak.

Vizsgélni kivantuk az 4ltalunk kémiailag indukalt hepatocarcinoma daganatsejtek
kromatinstruktirdjat, kromatin kondenzacids folyamatait, illetve ezek eltéréseit a normal

sejtekhez és a regeneral6dé méjsejtekhez képest.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Kisérleti allatok

A kisérleteket 120 db 120-160 g-os beltenyésztett ndstény €s him Fischer 344, illetve
nostény Long-Evans patkdnyon végeztiik. Az édllatokat konvenciondlis laboratoriumi koriilmények
kozott tartottuk, szemiszintetikus diétaval (Charles River Kft., Godolld, Magyarorszag) etettiik, és
csapvizzel ad libitum itattuk. A kisérleteket az UK Allatkisérletes bizottsaganak eléirdsa szerint a
Debreceni Egyetem Allatkisérletes Etikai Bizottsigdnak engedélyével (eng. sz: 22/2007)
folytattuk.

3.2. Kisérletes daganatok

Héaromféle, kémiai karcinogenezissel indukdlt kisérletes tumort haszndltunk, egy
epithelidlis eredetli majcarcinomat (He/De), egy mesenchymalis eredetli mesoblastos nephromat
(Ne/De) és egy myelomonoblastos leukaemidt (My1/De).

A nephromdt és a carcinomat olyan Fischer 344 patkanyokbdl izoldltuk, amelyeknek
Ujsziilott korukban (24 oraval sziiletésiik utan) 125 pg/dllat n-nitrozodimetilamin fiziologids
konyhasé oldatat fecskendeztiik be i.p.. 5-7 hoénapos vérakozdsi id6 utdn a tumorokat
eltdvolitottuk, kisebb darabokra szeleteltiikk, F344 patkdany vesetokja ald iltettik (in vivo
fenntartds). A myelomonoblastos leukaemidt Huggins és Sugiyama moddszerével hoztuk 1étre 50
napos ndstény Long-Evans patkdnyokban, amelyek 3 X 40 mg/kg 7,12-dimetilbenz(a) antracén
oldatat kaptdk i.v.. A kezelés harom egymadst kovetd héten egy alkalommal tortént. 9 hénap
elteltével a megnagyobbodott 1épet eltavolitottuk, kisebb darabokra szeleteltiik, sorozatosan Long-

Evans patkdny vesetokja ald iiltettiik, vagy folyékony nitrogénben taroltuk.

3.3. Miitéti eljaras

A miutétek célja az volt, hogy a Fischer 344 és Long-Evans patkdnyok majtokja, illetve a
késébbiekben a baloldali vese tokja ald tumordarabot, Gelaspon® korongon sejteket, illetve
nyirokcsomét helyezziink el. Els§ 1épésben Galaspon® (Germed, Rudolstadt, Németorszig)
lapokbdl 4 mm atmérdjii és 1 mm vastagsagu korongokat készitettiink, és azokat sterilizaltuk. A
kisérletek egy részében a Gelaspon® korongra 10 pl fiziolégids séoldatban 10° He/De, 10° Ne/De,
illetve 10° My1/De sejtet helyeztiink el. A kisérletek tovdbbi részében a baloldali parathymicalis

10



nyirokcsomokat 12 kontroll patkdnybdl és 12 tumoros patkanybdl kipreparaltuk, eltavolitottuk és a
kornyezd zsirszovettdl megtisztitottuk. A kisérletek mas részében korongokra 10 ul tust (Gunther
Wagner, Pelikan Werke, Hannover) pipettiztunk. Az implanticiét a kovetkez6 médon végeztiik.
A Kkisérleti allatokat 60 mg/kg Nembutal i.p. addsdval elaltattuk, a baloldali lumbadlis tdjékot
szOrtelenitettiik, fertGtlenitettiik, a retroperitoneumot lumbdlis metszéssel megnyitottuk, és az
eldhdzott vese tokja ald tust, vagy tumorsejteket tartalmazé korongot, illetve nyirokcsomoét
elhelyeztiink. A kisérletek mas részében ugyancsak lumbdlis metszésbdl baloldali nephrectomiat
végeztiink. A sebeket sebészeti Oltéssel zartuk, a boncoldst, illetve az autoradiografids

vizsgélatokat két hét milva végeztiik.

3.4. Daganatos sejtvonalak létrehozasa

A frissen eltdvolitott tumor-szeleteket (He/De, Ne/De) 2x2x2 mm-es darabokra apritottuk,
és 3 6ra hosszat 5 ml RPMI 1640 tipfolyadékban inkubaltuk 37 °C —on, amelynek 100 ml-e 100
mg kollagendz I-et, 10 mg hialuronidazt, és 30 ul DN-azt tartalmazott. Emésztés utin a
szuszpenzidt 4 réteg steril gézen atszirtiik, 5 percig 1000 rpm-en centrifugaltuk, majd a sejteket
10 %-0s FBS-t és antibiotikumot tartalmazé RPMI 1640 tapfolyadékban szuszpendaltuk. Miutdn a
szuszpenziét 37 °C-on 5 %-o0s CO, atmoszférdban egy éjszakan Kkeresztiil sejttenyésztd edényben
inkubdltuk, a szuszpenzibban maradt sejteket tartalmazé feliiluszot elontottik. A
myelomonoblastos leukaemia tenyészetek inditdséhoz olyan Long-Evans patkdnyokat
haszndltunk, amelyek fehérvérsejtszama 70-100 G/L volt. Az dllatokat Nembutal i.p. addsdval
tulaltattuk, majd a combcsontbdl a csontvel6t fiziologids séoldatos mosdssal tdvolitottuk el. A
csontveldt steril pipettdval szuszpenddltuk, majd centrifugdlds (5 perc, 800 g) utin a
sejtszuszpenziot 10 %-os FBS-t és antibiotikumot tartalmazé RPMI 1640 tipfolyadékban vettiik

fel és 37 °C-on 5 %-o0s CO, atmoszféraban tenyésztettiik.

3.5. Fibroblast sejtek izolalasa Fischer 344 patkanybol

A vemhesség 7. napjan a ndstény patkdnyt 3 mg/100g Nembutal i.p. addsaval elaltattuk.
Az embridkat eltdvolitottuk és steril PBS-be helyeztiik. Az embridkat = 2x2 mm-es darabokra
apritottuk és 3 6ran keresztiil inkubdltuk 37 °C-on 0.25% tripszint tartalmazé HBSS oldatban.
Emésztés utdn a szuszpenzidt 4 réteg steril gézen atszurtiik, 5 percig 800 g-n centrifugaltuk, majd

a sejteket 10 %-os FBS-t és antibiotikumot tartalmazé6 RPMI 1640 tapfolyadékban
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szuszpendéltuk. Miutdn a szuszpenziét 37 °C-on 5 %-os CO, atmoszférdban egy éjszakdn
keresztiil inkubdltuk, a nem adherens sejteket eltdvolitottuk. A primer tenyészeteket 1 hétig

tartottuk fenn.

3.6. Hepatocyta sejtek izolalasa Fischer 344 patkany majbol

A kisérletekhez 200-250 g-os, beltenyésztett him Fischer 344 patkdnyokat haszndltunk. A
kisérleti allatokat 60 mg/kg Nembutal i.p. addsdval elaltattuk, majd medidn laparatémiat
végeztiink. Szabadda tettik a vena portae-t, amelybe 21G méretli szarnyas tiit helyeztiink a
perfuzids oldatok mdjba juttatdsdhoz. Az arteria hepatica-t elkotottiik. A mellkas megnyitdsa utdn
a vena cava inferior-t atvagtuk és elinditottuk a perfiziés pumpat, amelynek dramldsi sebességét
25 ml/percre allitottuk be. El0szor a heparint tartalmazé perfuzids folyadékot aramoltattuk at a
mdjon, majd 10 perc elteltével kicseréltik a perfuzids oldatot heparinmentes, kollagendzt
tartalmaz6 oldatra. Mindkét folyadék hdmérséklete 39 °C volt. 15 perc elteltével a méjlebenyeket
eltavolitottuk. A kivett szoveteket 2-3 mm-es darabokra védgtuk és 40 ml 4 °C-os kollagendz
tartalmu perfizids oldatba helyeztiik. A keletkezé szuszpenzidt atsziirtiik €s a sejteket tartalmazo
szuszpenzidt 5 percig centrifugaltuk 800 g-n. A feliiliszot elontottiik, majd a hepatocytdkat friss
tenyésztéoldatban (Ham’s F-12 + 17% FBS) vettiik fel és 37 °C-on 5 %-os CO, atmoszféraban
tartottuk fenn 2 hétig.

3.7. Regeneral6dé majsejtek vizsgalata

A mdjregeneracids vizsgalatokat him, 250 g-os F344 patkdnyokon végeztiik. Az dllatokat
elézetesen 24 ordig éheztettilk, majd 3 mg / 100g Nembutal i.p. addsdval elaltattuk. Medidn
laparatomiat végeztiink, majd a seben keresztiil kibujtattuk a medidlis (lobus medialis) és a bal
madjlebenyt (lobus lateralis sinister). A lebenyek felhajtasaval elébukkano, ereket tartalmazé
kotdszovetes koteget két ligatura kozott atvagtuk. A megfeleld vv. hepaticae lekotése utan a két
lebenyt kiirtottuk és a sebet zartuk. Mivel a médjregenerdcié a mitétet kovetdé 4. napon a
legnagyobb intenzitast, ezért az éllatokat a 4. napon tulaltattuk. A regenerdl6dé mdjsejtek

kinyeréséhez alkalmazott médszer megegyezett a hepatocytdk izoldldsdnak modszerével.

3.8. BFDG akkumuliciéjanak mérése in vitro

A sejteket (1x10%ml) 10 percig, 5 mM D-gliikézt tartalmazé PBS-ben 36 C°-on
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eldinkubdltuk. Ezt kovetéen a mintakhoz 0,37 MBg/ml '*FDG-t adtunk. A sejteket az "*FDG-vel
tovabb inkubdltuk a kisérletekben meghatarozott ideig. A radiofarmakon felvételt hideg PBS
hozzdaddsaval allitottuk le. Ezt kdvetden a sejteket haromszor mostuk hideg PBS-ben. A sejtek
altal felvett radioaktivitdst kalibrdlt gammaszdmldléval mértiik (Canberra Packard) 1 perces
beiitésszam gylijtéssel, az '*F-energia szinten. A bomldsra korrigdlt radiofarmakon felvételt
beiitésszam perc (10° sejt)’ [cpm] egységekben szamoltuk ki. A sejtekben akkumuldlédott
EDG mértékét az tgynevezett inkubalé dézis szazalékaban is (ID%) kifejeztiik, ami azt mutatja
meg, hogy a kiilsé, inkubal6 oldatban 1évé '"*FDG aktivitds hany szdzalékat veszi fel 1 milli6 sejt.

A "FDG felvételét 5 M cytochalasine B jelenlétében gatoltuk.

3.9. Teljes-test autoradiografia

A kontroll és tumoros patkanyoknak 15 MBq ""FDG-t fecskendeztiink be i.v. a bal vena
femoralis-ba, majd 1 6ra milva az éllatokat tulaltattuk, 1 %-os carboxymethyl-cellulose oldatba
agyaztuk, és folyékony nitrogénben fagyasztottuk. A bedgyazott dllatokat tartalmazé blokkokbdl -
20 °C-on 60 um vastagsagi szagittdlis metszeteket készitettiink Leica CM 3600 cryomacrotom
(Nussloch, Németorszag) segitségével. A metszeteket ,,PhosphorImager” lemezekre exponaltuk
(GE Healthcare, Piscatway, NJ, USA). A ,Phosphorimage”-analizis sordn a vizsgélati tervben
rogzitett anatomiai teriiletekre ROI-kat (Region of Interest) helyezve szamitottunk ki 16 szelet
atlagabdl a relativ intenzitds értékeket az Image QuantTM TL 1.5 (GE Healthcare, Piscataway, NJ,

USA) képanalizal6 szoftver segitségével.

3.10. Szerv-eloszlasos vizsgalatok

Azokban a kisérletekben, amelyekben az i.v. adott BEDG szervi eloszlasat vizsgéltuk, az 1
ords inkubdcids id6 utdn a daganatos &llatok aortdjabdl vért vettiink (a plazma aktivitdsdnak
meghatdrozdsara), és egy-egy darabot tdvolitottunk el a m4jbdl, a vesébdl, a 1épbdl, a hasfal
izomzatdabol és a tumorbdl, illetve kiprepardltuk a teljes thymust és a parathymicalis
nyirokcsomokat. A mintdk tomegét és radioaktivitdsat lemértiik, és az értékeket DAR-ban

(Differential Absorption Ratio) fejeztiik ki.

~ Radioaktivitas/g szovet
- Befecskendezett ssz-radioaktivitds/testtomeg

DAR =
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3.11. Immuncitokémia, immunhisztokémia

A gliikéz transzporter molekuldk (GLUT-1 és GLUT-3), illetve a TGF B1 kimutatisara a
vizsgdlni kivant hepatocelluldris carcinomat és mesoblastos nephromét tartalmazé patkdny
veséket, illetve a metastasist tartalmazé  parathymicalis nyirokcsomdkat  4%-os
paraformaldehidben fixdltuk, paraffinba dgyaztuk, majd 3-5 um vastag metszeteket készitettiink.
A targylemezeket deparaffindltuk, végiil desztillalt vizzel mostuk. A He/De és Ne/De sejteket
steril fed6lemezen tenyésztettiik. A sejteket 15 percig 4% paraformaldehidben fixaltuk, majd PBS-
ben mostuk. A nem specifikus kot6helyeket 1% BSA tartalmd PBS-el blokkoltuk 30 percig 37 °C-
on, majd mosds utdn a mintdkat anti-GLUT-1, anti-GLUT-3 és anti TGF PB1 antitestekkel
inkubdltuk 4 °C-on egy éjszakdn keresztiil. A primer antitesteket PBS-ben higitottuk 1:250
ardnyban. Az elsddleges antitestek megjelenitésére Texas Red konjugdlt szekunder antitestet
hasznaltunk 1:1000 higitdsban, a citoszkeleton aktin filamentumainak megjelenitésére FITC-
Phalloidin-t 1:500 higitasban, illetve a sejtmagok megjelenitéséhez Vectashield Hard Set DAPI-t
hasznaltunk. A fényképek készitése Nikon Eclipse E800 (Nikon Corporation, Tokyo) tipusu

fluoreszcens mikroszképpal tortént.

3.12. Western blot analizis

Teljes sejtlizaitumot vizsgéltunk Western blot analizissel. A vizsgédlathoz nétrium-
laurilszulfat-poliakrilamid-gél-elektroforézist (SDS-PAGE) haszndltunk, amely sordn a mintdkhoz
100 pl 6tszoros koncentraciéju elektroforézis puffert adtunk és 10 percig forraltuk. 60 pg fehérjét
valasztottunk el 7.5 %-os SDS-PAGE gélen a GLUT-1, GLUT-3 és TGF B1 detektaldsidhoz. A gél
fehérje tartalmat nitrocellul6z membrénra vittiikk 4. A nem-specifikus fehérje kdlcsonhatdsokat a
membran és az antitest fehérjék kozott blokkoldssal akaddlyoztuk meg 5% tejpor tartamid PBST-
vel. Blokkolds utdn a membranokat mostuk, majd a primer antitestekkel inkubdltuk 4 °C-on egy
éjszakdn at A poliklondlis anti-GLUT-1 antitestet 1:250-ben, a szintén poliklonélis anti-GLUT-3
antitestet és a monoklondlis TGF B1 antitestet 1:400-ban higitottuk. A membrdnokat 30 percig
mostuk PBST-ben, majd a masodlagos antitestekkel (anti-rabbit IgG) 1 6rdn keresztiil inkubaltuk
szobahOmérsékleten. A madsodlagos antitesteket 1:1000-ben higitottuk 1 % nem zsiros, szaraz
tej(por) tartalmi PBS-ben. A jeleket kemilumineszcens kimutatdsi modszerrel jelenitettiik meg a

gyarto utasitdsai alapjan.
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3.13. Kromatinszerkezetek izolalasa

3.13.1. Reverzibilis permeabilizalds
A sejteket centrifugdldssal iilepitettik, majd reszuszpendaltuk. 10° sejtet 1 ml
permeabilizdlé (hipotdnids) pufferben 0 °C-on 2 percig inkubdltunk. A permeabilizdlds sordn a

sejteket a pufferhez adott 4.5 % (w/w) dextran T-150 védte meg a dezintegraciotol.

3.13.2. Sejtek regenerdldsa

A permedbilis sejtekhez 9 ml 10 % FBS-t tartalmazé RPMI-1640 médiumot adtunk, majd a
hipoténids puffert centrifugaldssal (500g, 5 perc) eltdvolitottuk és friss, 10 % FBS-t tartalmazé
RPMI-1640 médiumban tartottuk 37 °C-on, 5% széndioxid és 95% relativ nedvesség tartalmu
inkubatorban.

3.13.3. Sejtmagok prepardldsa

A 3 o6rds regenerdlddds utdn metafdazisos blokkot alkalmaztunk 0,1 ng/ml Colcemid-el
torténd kezeléssel. Tovabbi két 6ra 37 °C-os inkubécio és tripszines kezelés utdn a sejteket PBS-
sel mostuk. Ezutdan 37 °C-on 10 percig 10 ml duzzaszté pufferrel kezeltiik 6ket. A duzzasztd
puffert centrifugaldssal (500g, 5 perc) tdvolitottuk el. A magizoldlds 20x térfogatu jégecet:
metanol (1:3) elegy lassi hozzdaddsdval tortént. A sejtmagokat ezzel a fixdloszerrel mostuk
kétszer, majd 2 ml fixal6 elegyben vettiik fel.
A sejtmag preparatum targylemezre valo felvitele koriilbeliil 30 cm magasrol valé lecseppentéssel

tortént.

3.13.4. Kromatin struktirdk fluoreszcens mikroszkopos vizsgdlata
A dehidratélt, majd levegdn szdritott targylemezeket DAPI-val festettiilk, majd Opton

fluoreszcens mikroszképpal vizsgéltuk.

3.14. Adatok feldolgozasa
A kisérleti adatok minimum hdrom mérés atlag €s szords értékeit tartalmazzak. Az adatokat
Student t prébaval értékeltiik. A szignifikancia szintnek a p=0.01 vagy ennél kisebb értéket vettiik.

Az eredményeket kozépérték + standard devidcioban fejeztiik ki.
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4. Eredmények

4.1. A hepatocellularis carcinomaval (He/De) végzett kisérletek eredményei

4.1.1. Sejtvonal létrehozdsa hepatocelluldris carcinoma tumorbdl és reimplantdcios vizsgdlatok

A szolid tumorbdl enzimes emésztéssel kinyert sejtek 3 x 10° sejtszamban keriiltek a
sejttenyésztd edénybe. A sejtszdm 24 Ora elteltével tobb, mint kétszeresére nott. A sejtek
morfologidja, daganat — €s metastasis képzd jellemz6i a 100. passzdlds utdn sem véltoztak.
Ugyanezeket az eredményeket kaptuk a Kelvindtorban torténd 3 illetve 9 hénapos tarolds utén is.
A folyékony nitrogénbdl, illetve a sejttenyészetekbdl szdrmazd daganatos sejteket F344 him
patkanyok vesetokja ald iiltettiik, majd 7 nap elteltével az éllatokat elaltattuk és felboncoltuk.
MakroszkOposan megfigyelve az eltdvolitott vesét, jOl lathat6 a vildgos szinli, erdsen
vaszkularizalt tumor. A daganat novekedése lassabb, azonban infiltrativ, és az angiogenezis hamar
elkezdddik (rovid id6 elteltével kis erek lathatok a vildgos szinii tumor feliiletén). A tumor a vese
méretének tobbszorosére ndtt. A daganatot hordozé ép veserész ~megnagyobbodott.
Fénymikroszképpal vizsgdlva megdllapithatd (H&E festés alapjan), hogy a hepatocelluléris

carcinoma sejtek alakja €s mérete sokféle, de alapvetden kis (7-8 pm) atmérdjli, er6sen bazofil

sejtek.

4.1.2. Kromatin kondenzdcios vizsgdlatok hepatocelluldris carcinoma (He/De), nyugvé (G0/G1)

és regenerdlodo mdj sejteken

4.1.2.1. Kromatinformdk a nyugvo hepatocytdkban

A fluoreszcens mikroszkdppal végzett kromatinstruktirdk vizsgalata feltarta a nyugvo, Gy
fazisban levo sejtek magjaiban taldlhaté kromatinstruktirdk szerkezetét.
Béar a reverzibilis permeabilizdlds megengedi a nukledris struktirdk felnyilasdt a sejtciklus
barmely fazisdban, a fibrézus (rostos) kromatin ,,fatyol” ,ragaddssdga” kovetkeztében a nyugvo
sejtek magjai megOrizték a lekerekitett formdjukat még akkor is, ha a magi membran szétesett. A
nyugvo hepatocytdk kromatin dllomdnya jelentésen dekondenzalt dllapotban van jelen a sejtben. A
fixalt magok kromatinja homadlyos, ,.fatyolszerli” szerkezetként jelenik meg. A kromatin “fatyol”
szétesd, laza foszlanyokkd alakul. A maganyag szintén meglrizte a gombolyl, lekerekitett

formdjat, vagy megnyult szupertekercselt szerkezetlivé alakult. A tipikus szupertekercselt
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struktira hat kromatin csoportbdl, . fiirtb6l” tevédik 0Ossze. A szupertekercselt hurkok
kromatinfonatbdl éllnak, ahol a kromatin folyamatos szupertekercselt szerkezetliként lathatd,

megkiilonboztethetd kromoszomak nélkiil.

4.1.2.2. Kromatinformdk a regenerdlodo hepatocytdikban

A regenerdlodé mdjbol szdrmazé hepatocytdk gyorsan novekvd sejtpopuldciot
reprezentdlnak. Ezekben a sejtekben, amelyek nagy része a sejtciklus S fazisdban van, a kromatin
kondenzécié szamos intermedierje fellelhetd. Ez a sejtpopuldcié tovabbi bizonyitékokat szolgéltat
a folytonos, Osszefliggd kromatindllomany jelenlétére, illetve megfigyelhetd volt a
kromatinkondenzédcié intermedierjeinek teljes spektruma. Megtaldlhat6 a dekondenzilt,
»fatyolszerl” kromatin, a polarizdlt kondenzacié a kromatin féatyolban, ami szupertekercselt
kromatin szalaggd alakul. A szupertekercselés kromatin testek kialakuldsahoz vezet. A tovébbi
szupertekercselés sordn a fibrozus, ,,rostos” kromatin struktirdk vastag, szalagos, gyongysorszerti

szerkezetté alakulnak. Néhany esetben a kromoszomak korai formadi is megkiilonboztethetoek.

4.1.2.3. Kromatinformdk a hepatocelluldris carcinoma sejtekben

A hepatocelluldris carcinoma sejtek magjdban fellelhetd legjellemzébb kromatin
szerkezetek a szupertekercselt szalagok és a fibrozus struktirdk. Ezen sejtek magjaiban is
megtaldlhatéak voltak a dekondenzalt formdk, igy az elmosddott kromatin ,,fatyol”. Tovabbi
jellemzd formdk az erdsen szupertekercselt szerkezet kiilonbozdé formdi, amelyek ezekben a
sejtekben a kromatin kondenzici6 teljes folyamatdn megfigyelhetdek. A legfontosabb kiilonbség a
nyugvo és regenerdldodd madjsejtek kromatin dllomdnydhoz képest az apoptotikus testek

megjelenése.

4.1.3. A He/De jelzésii sejtek "*FDG felvételének kinetikdja

In vitro kisérleteink sordn a kontrollként haszndlt, frissen izoldlt F344 patkdny fibroblast
sejtek ""FDG felvételét hasonlitottuk Sssze a szintén F344 patkdnybdl szarmazo, 100 passzéldson
atesett hepatocelluléris carcinoma (He/De) sejtvonal gliikoz-analég felvételével. A malignus
He/De sejtek minden mért idépontban (15, 30, 60 perc) koriilbeliil hdromszor annyi '*FDG-t
vettek fel, mint a kontroll sejtek. A kiilonbség minden id6pontban szignifikdns (p<0.01). 5 pM

cytochalasin B jelenlétében 60 perces felvételeket néztiink mindkét sejttipuson. Az eredmények
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alapjan mind a fibroblast, mind pedig a He/De sejtek kozel 11-szer kevesebb '*FDG-t vettek fel

cytochalasin B jelenlétében.

4.1.4. GLUT-1 és GLUT-3 transzporter fehérjék jelenlétének kimutatdsa fibroblast és He/De
sejtekben immunfluoreszcens és Western blot technikdval

A fibroblastokban (kontroll) a GLUT-1 transzporterek expresszidja alacsonyabb volt, mint
a tumoros (He/De) sejtekben. A GLUT-3 transzporterek mennyiségét tekintve szintén a kontroll
sejtekben alacsonyabb a jelintenzitds. A malignus He/De sejtek nagy mennyiségben expresszaltak
az l-es tipusu gliikkéz transzportert. Ezek az eredmények aldtdmasztjadk a tumoros sejtek magas
BEDG felvételét és a Western blot analizis eredményeit. A Western blot eredményekbdél kitiinik,
hogy mind a GLUT-1, mind pedig a GLUT-3 mennyisége a kontrollként hasznalt fibroblastokban

a legalacsonyabb. A varakozdsnak megfelelden a tumorsejtek magas GLUT szintet mutatnak.

4.1.5. GLUT-1 és GLUT-3 transzporter fehérjék jelenlétének kimutatisa tumorokban
immunfluoreszcens és Western blot technikdval

Megfigyelhetd, hogy mind a gliik6z transzporter fehérjék, mind pedig a hepatocelluléris
carcinomdkra jellemzé TGF-B1 fehérje szignifikdnsan nagyobb mennyiségben vannak jelen a
tumorbdl késziilt metszeteken, mint a kontrollokon. A kapott eredmények hasonléak a He/De
sejtes in vitro eredményekhez, hiszen a GLUT-1 transzporter mennyisége a tumorban is
magasabb, mint a GLUT-3. A patkdny hepatocelluldris carcinomdan végzett Western blot analizis
eredménye a GLUT transzportereket illetden rendkiviili hasonlésdgot mutatott a sejtes
eredményekhez. A GLUT transzporterek koziil a tumorban is az 1-es tipusi mennyisége volt
nagyobb. A GLUT-3 mennyisége - a He/De sejtvonal sejtjeihez hasonldéan — alacsony. A tumorb6l
nagy mennyiségben mutattuk ki a TGF-f1 fehérjét, ami a hepatocellularis carcinoma egyik

jellemzd markere.

4.1.6. A He/De jelzésii mdjcarcinoma sejtek metastasis formdlo képességének vizsgdlata
Kisérleteink sordn véletleniil ismertiik fel, hogy a patkdnyok melliiregében taldlhaté

parathymicalis nyirokcsomoéban attét képzddik. A tumor a nyirokcsomot teljesen infiltrdlja, a

szervben haemorrhagidk és zsirsejtek jelennek meg, végiil a teljes szerv tumorossa valik. A

tumorsejtek nagyon hasonldéak a primer tumorban litottakhoz; jellemzd rdjuk a méretbeli €s
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formabeli gazdagsag, a sejtmaghoz képest kis citoplazma (a nagyméretii, nagy citoplazmaju sejtek
itt is megtaldlhatdk), az intenziv bazofilia, a rendellenes form4jd magok €s a sok mitotikus sejt.
Eldrehaladott allapotban a nyirokcsomdban szétszorva, vagy bevérzésszerien Osszetomoriilve
vorosvértestek jelennek meg, illetve itt is eléfordul a zsirsejtek megjelenése. A parathymicalis
nyirokcsom6 daganatos érintettségét immunhisztokémiai (GLUT-1, GLUT-3, TGF-BI)
vizsgdlatokkal is bizonyitottuk. A metastasis vizsgdlata sordn is azt tapasztaltuk, hogy a
kontrollhoz képest, akdrcsak a primer tumorban, mindhdrom fehérje — kiilondsen a GLUT-1 —

expresszidja kifejezettebb.

4.1.7. A vesetok nyirokerei és a parathymicalis nyirokcsomok kozott dsszekottetés vizsgdlata
Kisérleteinkben F344 patkdnyok bal oldali vesetokja ald olyan Gelaspon ® korongot
iltettiink, amelyet el6z6leg 10 ul tussal itattunk 4t. A beiiltetést kovetd 3., 6., 24. és 48. 6rdban 2-2
allatot elaltattunk, és mind a vesébdl, mind a parathymicalis mirigyekbdl szdvettani metszeteket
készitettiink. A nyirokcsomok elszinezddése 24 oOra milva volt a legkifejezettebb, és a
mikroszképos képen szdmos tusszemcse volt felismerhetd. A kisérletek azt bizonyitjak, hogy a

vesetok és a parathymicalis mirigy nyirokerei kozott Osszekottetés van.

4.1.8. Autoradiogrdfids és szerv-eloszldsos vizsgdlatok

He/De sejtek metasztatikus potencidljat vizsgaltuk teljes test autoradiogrifia é&s
,phosphorimage” analizis segitségével 10° He/De sejt subcapsularis transzplanticiGja utdn 14
nappal. A szervek koziil kitlint a tumor, illetve a parathymicalis nyirokcsomdk aktivitdsa. A
harantcsikolt izomzatra vonatkoztatott relativ intenzitds tumorokban 14.23+2.6, a parathymicalis
mirigyben 10.82+2, mig a vérben 2.35+0.2, a mdjban 1.57+0.4 volt. A szerv-eloszlasos
vizsgalatok sordn "®FDG beaddsa utdn egy 6ra miilva az aortdb6l vért vettiink, majd eltavolitottuk
a daganat, a mdj, a vese, a timusz, a m. rectus abdominalis 3-3 darabkdjat, illetve a parathymicalis
mirigyet, aktivitisukat gammaszamlaloval lemértiik, €s a DAR értékeket kiszamitottuk. A tumor,
illetve a parathymicalis mirigy DAR értéke kiemelkedd, ez utébbi kozel haromszorosa a megfeleld
kontrollnak. A vesék magas aktivitdsa nem meglepd, hiszen a "*FDG ezen keresztiil valasztédik
ki. A parathymicalis mirigy kivételével nincs szignifikéns eltérés a kontrollhoz képest. A kisérlet-
sorozatbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a vesetok alatt novekvd daganatok jelentds

mértékil metastasist adnak a parathymicalis nyirokcsomokba.
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A tovabbiakban azt vizsgdltuk, mennyi id0 mulva jelennek meg az attétek. A kisérletek
elsé részében 6 db F344 him patkdny vesetokja ald 10° He/De sejtet implantdltunk, majd a
beiiltetést koveté 1., 3. és 6. napon 2-2 patkanyt elaltattunk, parathymicalis mirigyeiket
eltavolitottuk, és azokat djabb 2-2 (6sszesen 6 db) érintetlen him patkdny vesetokja ald iiltettiik.
Feltételeztiik, hogy amennyiben a nyirokcsomdkban attét van, két hét alatt a vesetok alatt daganat
nd. Azt taldltuk, hogy az 1 és 3 napos nyirokcsomok felszivodtak, mig a 6 napos nyirokcsomok
beiiltetése utdn 14 nappal a daganatok tomege 1.5, illetve 2.0 g volt. A nephrectomids vizsgédlatok
sordn az 1., 3. és 6. napon nem a parathymicalis mirigyeket, hanem az implantalt tumorsejteket
hordozd b.o. vesét tavolitottuk el. A nephectomia utdn 13, 11, illetve 8 napot vartunk (igy minden
esetben 14 napot), majd a parathymicalis mirigyeket eltavolitottuk, és azokat érintetlen him
patkanyok vesetokja ald iiltettiik, majd djabb 14 napig véartunk. Az eredmények megegyeztek az
eldz6 kisérletsorozat eredményeivel. Azok a parathymicalis mirigyek, amelyeket a nephrectomia
utdn 13, illetve 11 nap utdn transzplantaltunk érintetlen him patkdnyok vesetokja ald, felszivodtak,
bizonyitva, hogy 1, illetve 3 nap utdn a He/De sejtek még nem képeztek attétet. Ezzel szemben
azok a nyirokcsomok, amelyeket a nephrectomia utin 8 nappal tdvolitottunk el, jelentds
mértékben tartalmaztak daganatsejteket. Ezekbdl a kisérletekbdl azt a kovetkeztetést vontuk le,
hogy a 10° sejtet tartalmazé primaer tumorokbdl a 3. és a 6. nap kozott indul meg a metastasis-

képzddés.
4.2. A mesoblastos nephromaval (Ne/De) végzett kisérletek eredményei

4.2.1. Sejtvonal létrehozdsa mesoblastos nephroma tumorbdl és reimplantdcios vizsgdlatok

A szolid tumorbdl enzimes emésztéssel kinyert sejtek 3 x 10° sejtszamban keriiltek a
sejttenyésztd edénybe. A sejtszam 24 ora elteltével kb. a két és félszeresére nétt, a kultirdk 100%-
os konfluencidt mutattak. A kontakt gétlds jelei nem ismerhetOk fel. A sejteknél rendkiviil gyors
novekedési litemet tapasztaltunk. A morfoldgia, illetve daganat — és metastasis képzo jellemzok a
100. passzdlas utdn sem valtoztak.

A folyékony nitrogénbdl, illetve a sejttenyészetekbdl szarmaz6 daganatos sejteket F344

ndstény patkdnyok vesetokja ald iltettiik, majd 7 nap elteltével az dllatokat tulaltattuk és
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felboncoltuk. Makroszképosan megfigyelve a tumor gyorsan nd, infiltrativ, az angiogenezis hamar
elkezdddik. A tumor a vese méretének tobbszordsére is megnohet, a vese nagy része azonban még
ebben az allapotban is jol felismerhetd. Fénymikroszképpal vizsgdlva megallapithaté (H&E festés
alapjan), hogy a tumorsejtek kicsik (8-12um), alakjuk és méretiik vdaltozatos (pleomorfia),
jellemzd a citoplazmahoz képest nagy mag, a bazofilia. A tumor dlloménya alapvetden laza, kevés
kotOszovetet tartalmaz. A tumor el0szor a vesetok alatt, a vese felszinén nO, a novekedés

eldrehaladtaval azonban elkezdddik a veseszovet infiltracidja.

4.2.2. A Ne/De jelzésii sejtek "*FDG felvételének kinetikdja

Frissen izolalt F344 patkény fibroblast sejtek '*FDG felvételét hasonlitottuk Gssze a szintén
F344 patkdnybdl szarmazd, 100 passzdldson dtesett mesoblastos nephroma (Ne/De) sejtvonal
gliik6z-analdg felvételével. Az eredmények alapjdn a Ne/De sejtek BEDG felvétele minden mért
idépontban tobb mint kétszeres volt a kontroll sejtekhez viszonyitva. A kiilonbség minden
idépontban (15, 30 és 60 perc) szignifikdns (p<0.01). 5 uM cytochalasin B jelenlétében mind a
fibroblast, mind pedig a Ne/De sejtek kozel 11-szer kevesebb *FDG-t vettek fel.

4.2.3. GLUT-1 és GLUT-3 transzporter fehérjék jelenlétének kimutatdsa fibroblast és Ne/De
sejtekben immunfluoreszcens és Western blot technikdval

Az immunfluoreszcens vizsgédlatok alapjan a fibroblastok és a tumoros (Ne/De) sejtek
GLUT-1 expresszidja kozott nem tapasztaltunk jelentds eltérést. A fibroblastok esetében a
transzporterek a lamellopédiumok membranjdban lokalizaltak, kevés diffiz jel figyelheté meg a
citoplazmdban. A mesoblastos nephroma sejtek a kontrollhoz képest jelentés GLUT-3 expressziot
mutatnak. A GLUT-1 és GLUT-3 transzporterek nem csak a membréanban lokalizdltak, hanem
ennél a sejtvonalnal is diffizan fellelhetdek a citoplazmdaban. Ezek az eredmények is korreldlnak a
tumorsejtek magas '*FDG felvételével és a Western blot analizissel, ahol a GLUT-3 transzporterek
mennyisége joval magasabb mind a kontrollhoz, mind pedig a GLUT-1 szinthez képest a

daganatos Ne/De sejtekben.
4.2.4. GLUT-1 és GLUT-3 transzporter fehérjék jelenlétének kimutatisa tumorokban

immunfluoreszcens és Western blot technikdval

A kontrollhoz képest mindkét transzporter fehérje nagyobb mennyiségben van jelen a
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tumorbdl késziilt metszeteken €s a tumorlizatumokban, illetve a GLUT-3 transzporter mennyisége

a tumorban magasabb, mint a GLUT-1.

4.2.5. Ne/De jelzésii mesoblastos nephroma sejtek metastasis formdlo képességének vizsgdlata

A Ne/De esetében is a patkdnyok melliiregében taldlhaté parathymicalis nyirokcsoméban
képzodik attét. A tumor a szervet teljesen infiltrdlja, a szervben haemorrhagidk és zsirsejtek
jelennek meg, végiil a teljes szerv tumorossd valik. Eldrehaladott dllapotban a nyirokcsoméban
szétszOrva, vagy bevérzésszerien Osszetomoriilve vorosvértestek taldlhatok. A metastasis
vizsgélata sordn is azt tapasztaltuk, hogy a kontrollhoz képest mindkét transzporter fehérje
expresszidja kifejezettebb, kiilondsen az 3-as tipusu transzporteré. Megfigyelhetéek itt is a
bevérzések, illetve a normdl szoveti dllomany fellazuldsa. A Ne/De tumorlizitumon végzett
vizsgalatok eredménye aldtdmasztotta az immunfluoreszcens kisérleteket, miszerint a gliik6z-

transzporterek koziil a GLUT-3 expresszidja magasabb.

4.2.6. Autoradiogrdfids és szerv-eloszldsos vizsgdlatok

A hepatocelluldris carcinomdhoz hasonléan a Ne/De sejtek metastatikus potencidljat is
teljes test autoradiografia és ,,phosphorimage” analizis segitségével vizsgaltuk. 10° Ne/De sejt
subcapsuldris transzplanticidja utdn 14 nappal 15.0 MBq aktivitdsa BEDG-t fecskendeztiink i.v.
az allatokba. Egy 6ra milva az dllatokat tdlaltattuk, majd a médszertani részben ismertetett médon
teljes-test autoradiografiat és ,,phosphorimage” analizist végeztiink. Az autoradiogréfids kisérletek
szerint a legnagyobb aktivitdst a tumor mutatta, illetve a kontrollhoz képest a metastasist
tartalamz6 parathymicalis nyirokcsomok aktivitdsa emelkedett. A ,,phosphorimage” analizis
alapjan a harantcsikolt izomzatra vonatkoztatott relativ intenzitds értékek rendkiviil hasonléak
voltak a hepatocelluldris carcinoma esetén mért értékekhez, vagyis a tumor és a parathymicalis
nyirokcsomdk aktivitasa kiemelkedd a tobbi szervhez viszonyitva. A "*FDG szervi megoszldsa
alapjan a DAR értékeket kiszamitottuk. Ne/De esetében is a tumor, illetve a metastasis
(parathymicalis nyirokcsomd) DAR értéke kiemelkedd. Ez a kisérlet is aldtdmasztja eddigi

eredményeinket a parathymicalis mirigyeknek a metastasis-képzddésben jatszott szerepérol.
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A nyirokcsomd transzplanticids vizsgalatok sordn azt tapasztaltuk, hogy a transzplantalt 1
és 3 napos nyirokcsomok felszivodtak, mig a 6 napos nyirokcsomok beiiltetése utdn 14 nappal a
daganatok tomege 0.5, illetve 0.9 g volt.
A veseirtdsos vizsgélatok sordn az 1., 3. és 6. napon nem a parathymicalis mirigyeket, hanem a
tumorsejteket hordozé b.o. vesét tavolitottuk el. A nephectomia utdn a mesoblastos nephroma
esetén is 13, 11, illetve 8 napot vartunk, majd a parathymicalis mirigyeket eltavolitottuk, és azokat
érintetlen ndstény F344 patkdnyok vesetokja ala iiltettiikk, majd ujabb 14 napig vértunk. Az
eredmények megegyeztek az eldz0 kisérletsorozat eredményeivel. A nephrectomia utén 13, illetve
11 nappal érintetlen ndstény patkdnyok vesetokja ald transzplantdlt parathymicalis mirigyek
felszivodtak, bizonyitva, hogy 1, illetve 3 nap utdn a Ne/De sejtek nem képeztek attétet. Ezzel
szemben a nephrectomia utdn 8 nappal eltavolitott nyirokcsomok daganatsejteket tartalmaztak, de
a He/De és a Ne/De kozott kiilonbséget észleltiink. Ezek az eredmények bizonyitjak, hogy a 10°
sejtet tartalmazo primer tumorokbdl a 3. és a 6. nap kozott indul meg a metastasis-képzddés, €s
ugy tlinik, a lassabban novekvd He/De-nek nagyobb a metastasis-képz0 potencidja, mint a

gyorsabban n6vé Ne/De-nek.

4.3. A myelomonoblastos leukaemiaval (My1/De) végzett kisérletek eredményei

4.3.1. Sejtvonal létrehozdsa leukaemids csontvel6bél, és reimplantdcios vizsgdlatok

A leukaemids Long-Evans patkdnyok csontveld szuszpenzidjabol indulé Myl/De
sejttenyészetek koriilbelil 2 - 2,5 hénapig fenntarthatéak in vitro standard sejttenyésztési
koriilmények kozott. Ennek oka, hogy a 100% blast sejtet tartalmazd tenyészetek 50-60 nap
elteltével tovabb mar nem osztédé macrophagokka differencidlédnak, majd a sejttenyészet
elpusztul. Miel6tt megkezdddne a sejtek makrofagokkd torténd atalakuldsa, a myelomonoblastos
sejtek igen intenziven osztddnak. Megfigyeléseink szerint a sejtszdm 1,5 — 2 naponta a dupldjara
emelkedik. A sejttenyészetekbdl transzplantacios kisérletekre koriilbeliil a 45. napig haszndlhaték
fel. A vesetok ald iiltetett myelomonoblastos sejtek (My1/De) 2 hét elteltével a vese jelentds részét
infiltraljak. A hypercelluldris myelosarcoma bazofil festddésti blast sejteket tartalmaz. A diffuz
infiltrdciés mintdzatot ad6 blast sejtek nagyméretiiek, sejmagjuk kerek vagy enyhén behizott,

citoplazmdjuk keskeny.
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A Myl1/De sejtek vesetok ald torténd transzplantdcidja utdan két héttel a leukaemids Long-
Evans patkdnyok periférids vérkenetében a fehérvérsejtek szdma a normdl 6 G/L helyett 60-80
G/L volt. A fehérvérsejtek 50-70%-a blast. Makroszképosan megfigyelheté volt a kontrollhoz
képest megnagyobbodott, vildgosabb szinii mdj, ugyancsak megnagyobbodott 1ép és
parathymicalis nyirokcsomd. Mind a mdjbdl és 1épbdl készitett szovettani metszetek, mind pedig a
csontveld, 1€p és parathymicalis nyirokcsom6 kenetek mikroszkopos vizsgdlatai megerdsitették e

szervek leukaemids érintettségét.

4.3.2. A Myl/De jelzésii sejtek "*FDG felvételének kinetikdja

In vitro "*FDG akkumulaciés méréseinknél kontroll és leukemids Long-Evans patkdnyok
frissen 1izolalt csontveld szuszpenzidjat hasonlitottuk Ossze 20 passzdldson atesett Myl/De
leukemids (myelomonoblast) sejttenyészettel. A kontroll és leukaemids csontveld szuszpenzid
sejtjeinek BEDG felvétele kozott egyik mért idépontban sem nem volt szignifikans kiilonbség. A
Myl1/De sejtek radioaktivan jelzett gliikoz analdg felvétele minden mért idOpontban jelentds
kiilonbségeket mutatott a csontveld szuszpenzidkhoz képest. Ez a kiilonbség minden idépontban
szignifikdns (p<0.01). Az eredmények oka lehet, hogy amig a Myl/De sejttenyészet 100%
daganatos (blast) sejtekbol 4llt, addig a csontveld szuszpenziok egy rendkiviil heterogén
sejtpopuléaciobdl dllnak, eltérd gliikdz-igénnyel.

5 uM gliikéz transzporter blokkol6é cytochalasin B jelenlétében a 'SFDG felvétel a tized

részére esett vissza.

4.3.3. A My1/De jelzésii myelomonoblastos sejtek metastasis formdlo képességének vizsgalata

A vesetok ald implantdlt myelomonoblastos sejtek e modell esetében is a patkdnyok
melliiregében taldlhaté parathymicalis nyirokcsomoéba adnak attétet. A blast sejtek a szervet
teljesen infiltrdljdk, a szerv - makroszkOposan vizsgdlva — voOr0ses szinezetll. A tumorsejtek
(blastok) megegyeznek a vesében latottakkal. Jellemzd rdjuk a nagy méret (kb. 10-12 pm),
keskeny citoplazma kerek vagy enyhén behuzott sejtmaggal. A magkromatin laza szerkezetd,

benne 1-2 nukledlusz azonosithato.

4.3.4. Autoradiogrdfids és szerv-eloszldsos vizsgdlatok

A Myl/De sejtek metasztatikus potencidljat is teljes test autoradiografia és
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»phosphorimage” analizis segitségével vizsgaltuk azzal a kiilonbséggel, hogy Long-Evans
patkdnyok vesetokja ald 10° My1/De sejtet transzplantaltunk. 14 nappal a transzplantécié utén a
vena femoralisba 15.0 MBq aktivitisi '*FDG tartalmi fiziolégids konyhasé-oldatot
fecskendeztiink. Az autoradiografids kisérletek szerint a legnagyobb aktivitdst a vesetok alatt
kialakult myeloid sarcoma mutatta, illetve a kontrollhoz képest a metastasist tartalmazé
parathymicalis nyirokcsomok, illetve a mdj, a 1ép és a mesenterialis nyirokcsomok aktivitdsa volt
kiemelkedd, amit az izomzatra vonatkoztatott relativ intenzitds értékek is alatamasztottak. Ezt a
megéllapitast erdsitik a kiszamitott DAR értékek is. A szervek koziil a legnagyobb aktivitdsa a
primer tumornak, a méjnak, a parathymicalis mirigynek, illetve a 1épnek volt. A tobbi kontroll és
leukemids szerv aktivitdsa kozott nem volt szignifikdns kiillonbség. Ez a kisérlet is aldtdmasztja

eddigi eredményeinket, a parathymicalis mirigyeknek a metastasis-képzddésben jatszott

szerepérol.

5. Megbeszélés

A dimetil-nitrozaminnal indukdlt primer hepatocelluldris carcinoma €s mesoblastos
nephroma daganatokbdl sikeriilt sejtvonalakat létrehozni, azokat in vitro vizsgélni, illetve kisérleti
allatokba reimplantdlni. Hasonlé eredményeket kaptunk a dimetilbenz-antracénnel Long-Evans
patkdnyokban létrehozott myelomonoblastos sejtekkel is. Az igy 1étrehozott sejtvonalak folyékony
nitrogénben tartva in vivo szaporodoképességiiket még 2 év utdn is megtartjdk. A primer
kultdrabdl 1étrejovo sejtvonal fontos tulajdonsaga, hogy képes az ismétlédd vizsgédlatokhoz egy
folyamatosan megujulé populdciét biztositani. A sejtvonal modelleknek tiikrozniiik kell annak a
tumornak a tulajdonsdgait, amelybdl eredetileg szdrmaznak. Példaul, ha immundeficiens egérbe
tiltetjiik a sejteket, akkor a keletkezd tumor histopathologiai jellemzdinek (genotipus, fenotipus,
génexpresszio, drog szenzitivitds) meg kell egyeznie az eredeti tumoréval. Ezért fontosnak
tartottuk, hogy a daganatbdl nyert sejtek €s a daganatbdl 1étrehozott sejtvonalak tumorképzd és
metastatikus potencidljat mindhdrom altalunk vizsgélt tumor féleségnél (He/De, Ne/De, My1/De)
ellendrizziik.

A laboratériumunkban 1étrehozott sejtvonalakat mind in vitro, mind pedig in vivo
vizsgélatokra egyardnt felhasznéltuk. Az in vivo vizsgalatokhoz a daganatos sejteket a kisérleti
allatba juttattuk. A daganatos sejtek — akdr primer kultdrabdl, akdr mar karakterizalt sejtvonalbol

szarmaznak — kisérleti dllatba juttatdsdnak szdmos modja ismeretes (subcutan, intradermalis,
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intramuscularis, intravénds, intraartérias €s intracardialis, vagy specifikus szervekbe, szovetekbe).
A sejtek keringésbe juttatdsdnak szdmos eldnye ismert. El0szor is a sejtek direkt keringésbe
juttatdsa jelentdsen csokkenti a kisérlet iddtartamat, hiszen a primer tumor kifejlédését nem kell
megvdarni, azonban ez a modszer a metastasis kialakuldsdnak tobb 1épését kikeriili, szignifikdnsan
csokkentve a statisztikai variabilitast, illetve a sejtek befecskendezése sordn a vérbe keriild
nagyszamu tumor sejt Onmagiban nem jelenti sziikségképpen azt, hogy makroszkdpikus
metastasis fog kifejlédni. A daganatos sejtek befecskendezésének masik igen elterjedt mddja a
subcutan ,,beiiltetés”, mivel konnyen kivitelezhetd, és a tumor novekedése jol lathaté. Azonban a
leggyorsabban novekedd tumorok innen nem adnak metastasist. Mi az in vivo tumor
vizsgalatainkhoz szingénikus szovet-, illetve sejt heterotopikus transzplantaciot alkalmaztunk, és
egy Uj metastatikus tumor modellt hoztunk létre a tumor darabkdk ill. sejtek vesetok ald
tltetésével.

Bebizonyitottuk, hogy a patkdnyok vesetokja ald implantalt epithelidlis, illetve
mesodermidlis eredetli daganatsejtek, valamint a myelomonoblastos leukaemia sejtek attéteket
adnak a parathymicalis nyirokcsomoékba. Ezt azzal igazoltuk, hogy: 1. a vesetok ald iiltetett
tusszemcsék 24 6rdn beliil megjelennek a nyirokcsomdkban, 2. teljes-test autoradiografids, illetve
szerv-eloszlasos vizsgdlatokban a BEDG mind a vesetok alatt ndvekedd tumorokban, mind a
parathymicalis mirigyekben jelentdsen feldisul, 3. a primer daganatok, illetve a metastasist
hordozé parathymicalis nyirokcsomék a '“FDG transzportjat végzé GLUT-1 és GLUT-3
transzportereket overexpresszaljak, bar kiilonbozé mértékben, 4. hat nap elteltével a baloldali als6
nyirokcsomé a vesetok ald iiltetve ugy viselkedik, mintha szolid tumor lenne. Felmeriil a kérdés,
hogy juthatnak a levalé tumorsejtek a vesetok alél a parathymicalis nyirokcsomékba. A kérdés
azért is érdekes, mert az dltalunk létrehozott metastasis modell egy ,skip” vagy kikeriild
metastasis modell, hiszen a vesetok kozelében levd regiondlis nyirokcsomékban nem detektdlhato
attét a daganatos sejtek vesetok ald torténd beiiltetését kovetd 10-12 napban. A ,,skip metastasis™
jelenségét mar mdasok is megfigyelték osteosarcoma, tiido - és emésztOrendszeri daganatok
esetében.

Tisztdban vagyunk szdmos ellenvetéssel. A vesetok alatt novekedd tumor szdmos attétet ad
a mesenteridlis nyirokcsomok felé is, a leszakadt daganatsejtek az érpdlyédn keresztiil is elérhetik a
parathymicalis nyirokcsomokat, €s vitatott, de nem kizart, hogy a vesetok és a veseparenchyma

nyirokcapilldrisai  kozt anastomosis van, ami némiképp megvaltoztatja a metastasisok
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lokalizaciéjat. Mindezek ellenére a komplexust a kisérletes analizis szempontjabol olyan izolélt
rendszernek tekinthetjiik, amelyben jol tanulmanyozhat6 egyetlen nyirokcsomé angiogenesise és
daganatos transzformécidja. Meghatdrozhatok tovabbd az Osszefiiggések az elsddleges daganatok
sejtszdma és a metastasisok megjelenési ideje kozott, valamint egyes rdgcsdlo-daganatok
metastatikus potencidlja. A vesetok ald iiltetett nyirokcsomok viszonylagos nagy tomege
lehetdséget ad az elsddleges, masodlagos tumorok kémiai analizisére, és igy a kiilonbségek
tanulmdnyozasdra. Végiil a modszer alkalmas az attétképzddés kémiai prevencidjanak kisérletes
vizsgdlatdra.

Vizsgélataink sordn kimutattuk, hogy a kémiailag indukdlt daganatok és a metastasisok
magas TGF-B expressziot mutatnak, amely ismert, tumorsejtek dltal termelt immunszuppressziv
faktor. Ez érthetd, hiszen egyrészt a limfogén attétképzés sordn fellépd immunoldgiai folyamatok
erds immunrezisztencidra torténd szelekcidt varnak el a daganatos sejtektdl, mdsrészt a kémiai
karcinogének daltal indukalt 4llati daganatokban gyakrabban taldlhatok mutalt celluléris fehérjék,
mint a spontdn kialakul6 humén daganatokban, a mutdlt fehérjéket pedig az immunrendszer
hatékonyan képes felismerni. Ismert az is, hogy a kémiai karcinogének eleve immunszuppressziv
hatasuak, igy az immunkompetens gazdaszervezetben keletkezd daganat kikeriil az immunolégiai
feltigyelet (,,immune surveillance”) al6l.

Bebizonyitottuk, hogy a hepatocarcinoma kromatin kondenzéciés folyamatai és
kromatinstruktirdja jelentésen kiilonbozik mind a nyugvd, mind a regenerdlodé mdj sejtjeinek
kromatinstruktdrajatol. Normadl, regenerdlodé és daganatos méjsejtek kromatin struktuirdit
Osszehasonlitva a nyugvo mdjsejtekben dekondenzalt fatyolszeri kromatin, a regenerdl6do sejtek
sejtmagjaiban véltozatos szerkezeti kromatin struktdrdk figyelhetok meg. A daganatos sejtek
kromatinjdra a nagyfokud szupertekercseltség jellemzd. A tumoros sejtekben tapasztalhatd
megemelkedett novekedési iitem kozvetleniil osszefiigg a topoizomerdzok magasabb aktivitdsaval,
amely a sejtciklus rovidiiléséhez vezet. A rovidebb sejtciklus miatt nagyobb eséllyel alakulnak ki
mutdaciok, amelyek a sejt haldldhoz vezethetnek. A hepatocelluldris carcinoma sejteknél
megfigyelt apoptozis masik oka lehet a tumoros sejtek novekedésének gdtldsa (pl. elégtelen
vaszkularizaci6). Az eukaryota DNS szupertekercselddéséért a DNS topoizomerdz I enzim a
felelds. A részleges hepatektomia utdn a visszamaraddé madjszovet regenerdlddik, a sejtosztodas
nagyrészt a mdjkapu periportdlis zéndjaban torténik. Elészor a hepatocytdk proliferalédnak,

melyeket az epevezeték sejtjeinek regenerdldddsa kovet. A DNS szintézis els6 maximumat a 24.,
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majd tovabbi maximumokat a 36. és a 48. draban ér el hepatocytdkban. Regenerdl6do sejtekben a
DNS szintézis aktivdlodasaval emelkedett topoizomerdz I enzim aktivitast és szintet varndnk.
Ezzel szemben nem tapasztaltunk jelentds véltozast a topoizomerdz I aktivitdsdban és szintjében a
morfoldgiai képek alapjan. A fluoreszcensen festett regenerdldddé mdjsejteken mi sem lattunk
erdteljes szupertekercselddést, ami a topoizomerdz megemelkedett miikodésére utalna. Ezekbdl az
eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a megemelkedett topoizomerdz szint miatt jelentds
mértékil topoldgiai véltozasok mehetnek végbe a kromatin szerkezetekben. Ezeket a véltozasokat
a tumoros sejtek kromatin szerkezetének erdteljes szupertekercselddésében figyeltiik meg.
Eredményeinket aldtdmasztja az is, hogy a tumorellenes terdpidban sikeresen alkalmaztik a

topoizomerdz I enzim gétléit (kamptotecin és szarmazékai).
6. Osszefoglalas

Kisérletes eredményeink alapjin a célkitlizéseinkben megfogalmazottaknak eleget tettiink.
A kisérletek sordn a primer hepatocelluldris carcinoma (He/De) és a mesoblastos nephroma
(Ne/De) sejttenyészetbdl sejtvonalat inditottunk. A 1étrehozott sejtvonalak fagyasztva tarolhatok,
illetve reimplantdlhatéak kisérleti dllatokba. A Myl/De jelzésii myelomonoblastos sejtek, ha
korlatozott ideig is, de sejttenyészetben 50-60 napig fenntarthatdak és szintén reimplantalhatoak.
A kémiai karcinogenezissel nyert sejtvonalak lehetdvé teszik a gyogyszeres kezelés eldzetes in
vitro Kiprobaldsat, majd az eredmények alapjan annak allatkisérletes ellendrzését, mely a késébbi
human terdpia alapjait veti meg.

Patkdny hepatocarcinoma (He/De), mesoblastos nephroma (Ne/De), illetve
myelomonblastos leukaemia (Myl/De) sejtek patkdnyok vesetokja ald iiltetve attéteket adnak a
parathymicalis nyirokcsomékba. Tus alkalmazéasdaval bebizonyitottuk, hogy a vesetok nyirokerei
és a parathymicalis nyirokcsomdk kozott dsszekottetés van. Szovettani, GLUT transzporterekkel
végzett immuncitokémiai, immunhisztokémiai, '*FDG-vel végzett autoradiographids és szerv-
eloszldsos vizsgélatok ugyancsak azt bizonyitottdk, hogy a parathymicalis nyirokcsomdk a vesetok
alatt novekedd tumorok ,sentinel” nyirokcsoméi. A nyirokcsomok transzplantacidjaval
kimutattuk, hogy a metastasisok 10° daganatsejt jelenléte esetén a 3-6. napon mutathatok ki, és a

metastasis-képz0 potencidl fiiggetlen a primer tumorok novekedési sebességétdl. A vesetok-
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prathymicalis nyirokcsomé komplex alkalmasnak tlinik az attétképzodés izoldlt vizsgélatara in
vivo, illeteve a secunder tumorok tulajdonsdgainak alaposabb vizsgalatéra.

A kémiailag indukdlt hepatocarcinoma sejtek kromatin kondenziciés folyamatai és
kromatinstrukturija jelentdsen kiillonboznek mind a nyugvo, mind a regenerdléddé méj sejtjeinek
kromatinstruktirdjatél. Normdl, regenerdlodé és daganatos mdjsejtek kromatin strukturdit
0sszehasonlitva a nyugv6 mdjsejtekben dekondenzalt fatyolszeri kromatin, a regenerdl6do sejtek
sejtmagjaiban véltozatos szerkezetli kromatin struktdrdk figyelhetok meg. A daganatos sejtek

kromatinjara a nagyfoku szupertekercseltség jellemzo.
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7. Uj eredmények

1. A kémiai dton eldidézett hepatocarcinoma, mesoblastos nephroma és myelomonoblastos
leukaemia torzsek folyékony nitrogénben, vagy Kelvindtorban tarolva még harom év mdlva is
alkalmasak arra, hogy Fischer-344, illetve Long-Evans beltenyésztett patkanyok b.o. vesetokja ald

tiltetve novekedésnek induljanak, és két hét elteltével tobb grammos daganattd fejlodjenek.

2. Ezzel péarhuzamosan kimutattuk azt is, hogy mind a hepatocarcinoma, mind a mesoblastos
nephroma sejtek in vitro tenyészthetdk, és a tenyészetekbdl olyan sejtvonalak alakithatok ki,
amelyek lefagyasztott dallapotban ugyancsak fenntarthatok, és patkdnyokba sikerrel
reimplantdlhatok. A myelomonoblastos leukaemia sejtek in vitro ugyancsak jo6l szaporodnak,
passzdlhatok és reimplantdlhaték, azonban a 20. in vitro passzdzs utdn macrophdgokkd

differencialodnak.

3. Az els6 két pontban ismertetett eredmények jol haszndlhatok a preklinikai kemoprevencios
vizsgalatok sordn. A kisérleteket megroviditd, gyorsan ndvd tumortdrzsek adottak, €s nincs
sziikség a tumorsejtek in vivo fenntartdsidra. Ezzel nemcsak a tumortorzsek, vagy vonalak

stabilitdsa biztositott, de jelentds mennyiségli kisérleti dllat takarithaté meg.

4. Bebizonyitottuk, hogy a klinikai diagnosztikaban alkalmazott '*FDG radiofarmakon médszerek
kémiai tton létrehozott daganatokat hordozd patkdnyban is alkalmazhatdk, és segitségiikkel a

kemoprevencids probdlkozasok hatdsa rovid id6 alatt ellendrizheto.

5. Uj megfigyelés, hogy a vesetok ald iiltetett 10° hepatocarcinoma és mesoblastos nephroma
sejtek mdr 6 nap milva megjelennek a parathymicalis nyirokcsomdkban, és ezzel lehetdvé valt egy
gyors és biztos modell kidolgozdsa a metastasis képzddésének, illetve megeldzésének

tanulmdnyozasara.
6. Végiil bebizonyitottuk, hogy amig a nyugvé mdjsejtekben dekondenzélt fatyolszeri kromatin, a

regenerdl6do sejtek sejtmagvaiban pedig valtozatos szerkezetli kromatin struktdrdk figyelhetok

meg, addig a daganatos sejtek kromatin szerkezetére a nagyfoku szupertekercseltség jellemzo.
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