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1. BEvEzETÉs

Aszervezetimmunrendszererendkívülsokfélesejtmükodésének
egymásraépure]á.r;T"';;l;í-ui"t]tá;á;,- _A T (limusz :l:d",ü) timfo-

citák a sejtei, a,B_ (9y",; §;áiiÚi ,rin,i""itar, pedig a humoráIis

immunvál"=, Xiár,aiia=áUan vesznek részt,

Amennyibenaszerveuetetfertizés.éri.azaz'.avérárambanide-
Éen(vagyazi*','"u,,d=,.iái;;iiaeeeiier..íi"a.ilgtt)anyagok,
ántigének je}ennek m€§l "; ;;;;ru.ai"J'"=lr,ii,á}9qí=" következik

be.Sejtbiolaei*i^=,**Y:".üáí-"-""""r.á""tti"arodásnakazeIso
szakasza a sejtdiff.":T:rli;á;; r"r,ati.rii jo-neídájának tekinthe-

tő. T lírnf<lciták eseté._"-;;;tdifferen;iaíáaá=i szakasz második

részében ;O,ár,á"y sejtfels,;;i recepto"-i;}, interleukin-2 recep-

tor, t""r,=ri";;i, ,"""n"ái, 
- 

=tu.l ura,i.,árr-r. j.el,ent6s növekedése

f igyelhető mee. E _receptorii.' u=" á .t ir"áilk 
-kát8aő 

"""i*ii*l::ffi;
Ieukin_ 2 , t"árr= zf errin , 

_i*uli 
"eíxtiroáhetetlenek 

a

aktiváció j áh;; :- 
- Á;-áat irai áá;; ká;;ix" 

" 
g- 

= "áxá=' 
ab an a di f f eren-

ciáIódott =,ji"X rohamos á="tOáa=, i,a"Íi",iil"Ü,, n sejtek osztó-

dását*"e"rÜlE^reiá=r.á't,i""iilö-;"-DNó--;;intézise,illetveaz
ehhez szükséges preltu r^or,oí' r*irai", ii*iái;, fokozott fe}vétele

iapasziaihat;. -rlriekezá=;; i,;;;yköre ;=;k ;"t 1i*f""iták akLiT á_

ciójának kezdeti , az,az az enrlíiett ="jtt"r=_zíny _recerrtorok, 
pI,

inter}eukin-2 receptor *"i;iiá.áiet "'"i:iZ;B-iZPe=át"L 
t"jed ki

AsejtekaktiváIódásánakbiokérniaimechanizmusaszámoselemé
ben igen h";";t;-;*kúíá"#;ő ="lttipo="k-;;;;;. 

JÓnéhánY jelát

viteli ".rra="u", 
iel: ".#í;";;;á-i;""fi"k-;-="jt??' 

be}ü} mérhet

r.o,," ",,t,." i 9;:;, i-o!l 
" 

} 111 *:f;:,3" = ii*:;kt*l!r: }:' i:3:iÍ.-:;;:
nyíséee, illetve slam9s
változik ^r-Zgy.= 

sejttípu="r. "iir"aroáai'"";;;á;' 
Mégis' az "k!}

vátódás "redilér,yeként 
j-=J3rJi.-;"őt"i;;; drÜ==ciáIÓ{ás+...i-'

eyelhető *"il* trnnetr " rr]uiiá,iei,ú-úá=""io=áenax_és mégi5 kulol:

bözőségr,"k 
o" rigy"lrr""]*!'J;:iő;; ;;;;;;1;;. Számos kutatócsc

port keresi-"ri-g*rápe=i 
-?i;há;j"r"=ii"riiá"io' . eénkifejeződé

stb. ), amelv az aaott ="]*."i-i**a, 
,";í;;;itr","t"traiut elkötele:

asejtdiffá'Ji"iár9aá:áeyik,-.',3F{fiá=ir..-i'á"vau".Ugyanakk<
'egalább 

ri"ár-ráro=ri,i:t*é;l *rÉen)lii"ts- "r--i= , hogy li.'.d'

kitüntet"tt,, iápá;-;é irnui' á*f,áíor.uo rŐ- i " 
iat.' ite l i 

. 
rends z e rek .' D'

nyolult ttir"=orri_,atása ur] 
*;;ly;k *eg!r.bj. a sejtdif ferencrac

útvonalát,
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mechaDizlnusát,a=-.ai--ota-t"oi-to"J;tfi"T:;: il"'I*;ÍÍiá;i:tőrent a sejtek kör-;;önhatását és ."-"gy"= sejtfelszíni 
"*".pto]rokat vizsgálja, A nolekuláris ui"iOeiá 

"" "r.ii.ráioaa= során be_kÖvetkező eénÉirej"r8aJ=-=zabályszerÚ§eseit és mechanizmusát ku_tatja, A jelátviteli mechani;*;;;k-tit.ta=a.r"t foglalkozó bioké_mikusok e két folYamatsorozat közötti láncszem*fi.t igyekeznekfelderítení, A leeutóbbi évek k";;;á;;i során számos áttörő ered-ménY született aá e8Yes i**rr]""""n"J""r. szerkezetének és bioké-miai mükOdesélek_ a *Leismeréséb*.,,' -*"ée;é;;;;;: "= Ugyanakkor abiokémikusok áttal teláeritett j"iátrli;ii ";;i;iii.tot 
e= a génki_fejez8dés kaPcsolatárái-*e* ie"r-k""alit*s*=ek az elképzeléseink.Bár a jelátviteli ;;;á;=;ráir áeyir.á""r.-*asikának elkülönített ak_tiválásával egy-egY fehérje =;i;iá;i;" szelektíven eiősegíthetővolt, bizonyosra véhető, hogy a génkif";"raáá=-ii-yi.,ro . jelátvi-telí rendszerek kölcsönúatá§á""r.*"".á;;;;;;á"i ;áráÉ,rt *"g.

A limfoci!álo aktivációja során számos egy és kétértékü kation( Ísy pl , : Na* , H+ , c"i 1 ) se jten-Ü.itiri-L""Ú"á- k<rncentráció jamegváltozík (ld- 2-L-2. ti;""átll n-i"rya*atokró1 való tudásunkaaonban korántsem nevezhető"i""á"i""r.l Sem az ionkoncentrációkváltozásainak_ szerteágazó haiá;;-;;;--iisztázóáoti-*ee kel}őkép-p€'', §em a felsorolt ionok listája ;;* i;ki;;ú;;ő tet;esnek.
A cink ionok részvételét a 1imfociták aktivációjában már ahetvenes évek elején felismerték (Alfclrd,, 1970 j. --e cink ionokSzerePe számos fehérje DNS-hez való r.áigaeráuáá feltéte]ezett,illetve bizonyítcltt (Bere, 1 986/.a-É; --s.uu.h 

és- mtsai, 19B? ) . ADN§, RNs szintézi=b*, ;á"";;;;'ő*"ilir"r< r<oztii ;árrer.arry (DN§*,RN§-Polimeráz, timidin kináz, "ib. i-Jlrrr..t ta;tai;;z. A cink iqnjelenléte számos esetben az enzim 
"t 

ti..itasához nélkülözhetetlen-nek bizonyult (Slater és mtsai, 1971; Yarom és mtsa:a cink ioir"r. mennyí=éeáú*;, koncentráeiójában uexovji,tlil'};rÍ,ilzások hatást ey"to"orhatnak ; ;ililif;;;;Sá;;"=;;;;;;gére és spe-cificitására.
A fentiek alaPjá1 az egyes jelátvíteli rendszerek kö}csönhatá-sainak Pontosabb ismereil 

"rá.re.árr"i.tr".rrr"t* tűnik az immun*rendszer mükadésenek, i1 Ieive-;;; j;;;if 
""*r,.iál;ü;i f olyamatok-nak a mélYebb megismeréséhez. Külö;ös-jelentőségre tehetnek szertazok a kutatások,_ amelyek az eddig isíert jelátviteii renciszerekkapcsolatát egy o1I9. =""*pontbóI ii"=áar;ar., amely elvezethet agénkifejezőaei 

"z"tatyá"á"á""r. p""t"=uBL megértéséhez is.
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2. IRoDAIMI .dmrrrntps

2.t. A T ltmfoctták aktivációJának kezdetl lépései

A T limfocíták aktivációja a T sejt receptor, illetve azÚjabban felfedezett, alternati., "r.iiiációs utakat j"r""iá-rJ""f,ltorok kÖzvetítésével valósul meg. A receptorok aktiválódása vál-tozásokat okoz a sejten betüIi- tq,nk9.tr"=r,t"""ió\ban, a plazma-
+9tsb5++. 1!e!d§es.ae!É!e!éb9n és ";a*;;-i§bé;ja:Éi.a' ",Uioa5i3fr3"".Az alábbíakban e váIioááiok*rovid ismertetése követ}cezik.

2.7.L. Receptorok és receptorkötött fo!.yamatok
A T Iimfociták tulajdonképpen a "szervezet karácsonyfájának,,tekínthet8k- Kis túlzásáal 

""l-mondhailuk, hogy kevés olyan hor-mon, vagY'é=, sejtközött,i_hatóanyag aúad, "*áiy"8r-=ir."i.tiit""rthebir':nYÍtani,' h"áy ; i ri*t'""Il]'rri* tartalmaz rá specif ikusreceptort (Id. 1. táblázat).
A T se.|t r§ceptor és a §!2 alterna!ív etti;g§giós ú!

A T limfociták immun-működése szempontjábó1 azonban azok arecePtorok a legfontosabbak, amelyek "Éti.ráta=; ;-iimfocita egé-szének a?, aktiválódását vcrnj1 *"g"-,rtárr. Jelenlegi ismereteinkszerint a T lirnfociták aktiváraaa§, al"pvetá;;-Üai';ton következ-het be: a CDS.!T9-Ti, egér "="teni-T-;;;;-;;;;nffii, 
*TCR) 

recepto-ron és a CD2 (T11, Leu:s,^F_receptor,-ágér *=Lté.r, rny-r) recep-toron keresrtqJ_ (Parnes, 1987). A T rímfo<litat akiivációs utainaka száma az utóbbi időkben tovább ey""i;"aott. Yeh és mtsai (198?)egér T 1imfociták esetén egy harmadiÍ< aktivációs ,rt"t fedeztekfel, amelY e8{_, a Ly-6 génúez tart"zá, 10-12 kD molekulatömegűfehérje közremüködésével va!9gur ;;;. Egy újabb aktivációs útramutathatnak rá_ Fleischer (1987) adaiai, -"**iyek eey 103 kD mole-kyl3t9meqÜ fehérjérŐl bizonyíiották bá, hogy a humán limfoeitákaktivációjának kiindulópontjául =""Íeái}r"t.
A CDs receptgr, vagy más néven humán T sejt receptor öt fe-hérje 1}9eysegb81 áI1. A receptor ct érpre i entár ó -l; e j i i *"a""i ae) t 

" 
r s i i.,e., 

- 
r áiőpMfiá :5Í;i§3" "Í"_;i:i *i;_

tésére szo}gál. Az q é= F alegység génjei az iilmunoglobulinoknagy géncsaládjába tartoznak, isy- miidilet""i"á"=es-;gy-egy áIlan-dó és változó részbŐl tevődik oilze. Á humán T sejt receptort a]._kotó három további alegység az eLőzí +o-as kD molJ}r"i"i;;;;e- i;-hér jéknél kis_e!bi 6 i, a_ au_ e aieg|ség*k *oi*k,rí.la**e" rerrdre25, 20 és 2a kD. Az a éu.Q alegysé§ái ái=",rlf id-hidak, a 0 ésalegYséget_,r9dig erős hidrofóÉ- k6icsonhatások tartják össze(Parnes, 1987).

Az egér T sejt receptor esetén az q. és 0 alegység me}lett nemöt, hanem hét másik alegység tatálható: a 26 kD-ó;-; 25 kD € al-egYFég,.:, hrT3}_ú a_legység hámológjának számító 2t kD molekulatö-megü glikozi}il!_aJegységl e8í nem glikozilált,,21 kD ;;;;io*"síídimer és egy 16 kD homodimer (áamelsoi a; ;;;;i,'ióa-dl.

l



1. táblázat
A T llmfoclták seJtközöttt hatóanyaEokra speciflkus

( péIdák )
Receptor

CD3 (T sejt receptor)
CDz (alternatív aktiválás)
CDB (MHC I specífíkus )CD4 (MHC I] specifíkus)
interleukin 1
interleukín 2
CDg (transzferrin)
inzulin
glükokortikoid hormon
tiroíd hormon
androgén receptor
opiát receptor
szomatosztatin
"substanee P"
vérlemezke-aktíváló f aktor
1ípoprotein

receptora1

. Irodalmi hivatkozás
Parnes,1987
Milanese és mtsai, 19B6Parnes, L9B7
Parnes, 19B7
Dower és Urdal, l9B7
Greene és Leonard, 1986Larrick és CressweIl, 1979
Helderman,1984
Smith és mtsai, 7977
Sega1 és Ingbar, 1986
Kovacs és Olsen, 198?
Puppo és mtsaT, 1985
Mascardo és mtsai, 1984
Payan és mtsai, 1983Patrignani és mtsai, LgB?Curtiss és Edgington, 197B

A limfocita-aktiváció alternatív útját jelent8 CDz receptoregy 50 kD molekulatÖmegÜ, egyláncú g}ikoprotein, amely korábban abirka-vÖ:rÖsvértest rozáttát-tep"Ő 
"á""pt""aként volt ismeretes. ErecePtoron keresztÜl a T 1imfoeiták ném antigén specifikus akti-válása valÓsítható Teg. Aa atrtiválás eredmérryJké.rt-" sejtfelszínicD2 recePtorok men_nyisége 6-7-szer"=e.l-"Bl--ir-öóö"el a CD3 recep_tor kÖzeli kÖlcsönhatásban állhat egyrnáusal, hiszen a CD3 recep-tor ellen termeltetett monoklonálí;'antítestek egy része képesmegakadályozni a CDZ alrtiyálását 1Farnes, 1987). UgyanakkorMilanese és mtsaí (1986) a T }imfociiár. cns'reeeptáron keresztültörtén8 (antígén =p".ifiúus) aktivá"iój" során egy olyan fehérjeeleresztését figyelték meg, amely a cóe recptor nem antigén spe-cifikus aktivációjához vézetett. Igy a CD2 receptoron keresztül

:8í::}Ó="1," aktivációs út az antigén Lpecifikus "tti.ra"iót feletrösr_tö mechanizmus is lelret
Az antígén-sPeeifikus aktiváció során az antigén agretop-jávalaz antigén-Prezentáló sejten található MHC I, ""jy li-tno*pi*;h";;enilo9-jával pedig a T sejt receptorhoz köt is.r,i".i", 1987). Azantigén*prezentáló sejt és a T 1imfocita kazdtt *eá-"sy ''híd'' te-remt kaPcsolatolI amely az MHC komplex és a T limfociTá" ierg Öia(egér esetén: L3T4), illetve CD8-(egér esetén: Lyt- 2,3) antigénközött ]-étesül - Az MHC I komplex t<oieiere a CD8, az MHC II típusúkomplex kötésére pedig a CDa sejíi;i;"i"i-""|iáei-top*= (}d. 1.ábra), A CP3 antigénne} 

"""á"rÚ""8- T 1imfociták általában"helPer", a CDB anti5énne1 rendetke"8"r. pedig citotoxikus saját-ságúak, A CD4 antígén kutatása a közelmúltban szomorú aktualitástnYe:rt, híszen e molekulát tartják az AID§-I okozó úfr,v-irr vírus(esyik) receptorának (Parnes, tÓaZ).
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MHc-Il
l /\

aaü
antigé

seit
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1. ábra A T ltmfociták és az antigén prezentáló seJtekkölesönhatásai
Breitmeyer, 1987; Parnes, 1987, valamint Schwartz,nyomán.

A T limfociták aktiválásának igen gyakran alkalmazott eszközeia mitogén hatású lektinek, a. Co.rJ"rr.i.rir. Á J=-"-öHe. Az elmúItévekben e lektinekről =o""..-bebi"""y"=tao}_tl hogy a.,T sejt recep-torral való asszociációra tép"="i.:,"",Í;; .itép"*iÍ.*ig, hogy hatá-sukat (legalábbis részben) ", "i8"altil"" ismertetett aktivációsúton fejtík ki (Sitkclvsky és *;;;i]"'rga+; chii;;" és mtsai,1984 ) .

A receptorhoz szorosan kötőeő ierélyileJi fo]yemalok
Mind a CD2, mind a CD3 receptor aktivá]ódását a sejten belüliCaZ+ koncentráció novek"áá=" ki;;;i.""ie." ugyan, hogy e koncent-ráeiónövekedés jelentős része a iejtJ., u.rüii 'C;r+-raktárakból

származik ( Irnbodén-::, *.:"i,- rc'r; 
*"JJr"*i.,i-á 

- t.á. f e jezet ) , deszámos szerz8 a receptorhoz kötött'Ca2i-csato"rr" 1étét is felté_telezi (Parnes, 1987).

Az aktiválÓdás kÖvetkezményeként a CD3 receptor többrendbelifoszforilácíója zajtik i; A'humán receptor í és § alegységét afehérje kináz C ..,ri* f oszf oriiáU" iÉ""rr.", 1987). Az egér Tsejt recePtor glikozíIált 2t r.n--i"J"Jee* szerin oláalláncokon, arrem glikozilált 2t kD heterodimer"p;á;g ti."=i"-*tra"rláncokonfoszforilálódik az aktivácia rr"ia=álá-Isá*"r"o"-á= rt=.i, 1986).E foszforilációs 1épések-kc;vetkez;;;";;, funkciója ma még rremtisztáz<ltt.

A CD3 receptor a legújabb kutatások szerint (Cockroft, 1987;Mustelin, 19B7) egy cíp]tot.i rer.eria.rei ált 5zoro5 kölcsönhatás-ban, A receptor ákti.rarodását ká;;;8;; 
" fehérj éhez kötött GDPGTp-re cserél8dik, 

"-cfF:ti;{.{9lr;;;;-; alegysége a B-í dimerrőlleválík és aktíválja a t"uit.tidií:l;;"itor (illetve foszfatidi1_inozitol-bisz-fosziát, PIPz ) =p""iiik"= foszfodiészterázt. Afoszfodiészteráz a PÍPz -t inozitli-i"i=zfoszfátra ( IPl ) és dia-
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cil-glicerolra hasítja. Az TP3 az endop}azmás retikulumbÓ1 CaZ+-
ot szabadít fe}; a diacil-glicerol pedig a fehérje kináz C akti-
vá}ásában játszik szerepet..(1d. 2.7.2.-2.t.4. fejezet). A CD3
recep1;orltoz kötött GTP-kötő fehérje különbözik az adenilát cik-
1ázt szabályozó, il}etve a retina sejtjeiben megtalálhatÓ, vala-
mint az inzulin receptorraI .uuroáiáIt CtP-Éot8 fehérjéktŐI
(Cockroft, 198?).

A GTp-köt$ fehérjék regulácíójában is számos foszforilációs 1é-_
pés játszik szerepet. A fehérjá kináz C a gáttó hatású GTP-kötő
}ehérje d alegységéne}r foszforilálásával e fehérje hatásának a
**gurÚ.rtetésére képes (Bauer és Jakobs, 19B6); az inzulin recep-
tor aktiválása pedig az d alegység tirozin-foszforilációjához ve-
zet, (o' Brien és. mtsai, 1987). E foszforiIációs lépések funkciÓ-
jának és j.rerri8s;;é;;i a feltárása is a }egutóbbi iaői<U"n kezdá-
dött meg.

2.L.2. Aa ionkoncentráclók változásai a T llmfociták aktivációja
során

§al és §
A }imfociták aktivációját a sejtmembránon keresztüli Na+ és K+

fluxusok igen er8tel;es növekedése kíséri (Szamel és mtsail. 1983
és az ott ídézett közlemények) - A Na+ beáram}ásának az e}s8dleges
oka a Na+/H+*csere rendszer aktiválódása, amely a fehérje kináz C

általí foszforilációra vezethet8 vissza (Tsakov és mtsai, 1986)-

Na+ -K+ -ATPáz enzLm
n és mtsai, 1983
,z*rz8 szerint az

jelenség, amely a
(Macara, 1985). A
iválódása }imfoci-
ét aktiváIó forbol
áz enzim aktiváció-
SzameI,M. és Somo-

A laboratóriumunkban folyó korábbi kutatások eredményei sze-
rint ugyanakkor a Na+-K+-ATPáz a Concanava]in A mitogén-recep-
torral i"o"o= kölesönhatásban átI. Ezt igazolja együtt való Lzo-
lálhatóságuk különböző affinitás-kromatográfiás eljárások segit-
ségével, valamint az a tény, hogy a limfociták stimulációja a
Nai_K* -ATpáz szelektív gátlószeréve1, a ouabainna1 gátolható
(Szamel és mtsaí, 1980, 1981, 1985, 1987). Isy a Na+-K+-ATPáz
enzim aktivációja a receptor aktiválódásának közvetlen következ-
ménye lehet.

A Na+ ionok sejten belüli koncentrációját befolyásoló ellenté-
tes hatások miatt (beáramlás a Na+/H+-csere rendszeren keresztÜl
és kipumpálás az aktivált Na+-pumpával) sokáig vitatott vo}t,
hogy ierryt"e"sen változik-e ez a koncentráció a limfociták akti-
.raóioja strán (Szame} és mtsai, 1981). A Na+ koneentrációjának
megváito zását a membránpotenciáI váItozása kell, hogy_ kísérje *
**rb"árrpotenciálnak a 1imfociták aktivációjp s9lán bekövetkezö
váItozáiairól ellentmorrdásos adatok láttak napvilágot: a külőrrbö-

A k+ ionok fluxusának növekedését egyesek a
aktiválódása következményének tartják (Tandcl
valamint az, ott idézett közlemények) - Számos
enzim aktiválódása azonban csak másodlagcrs
Na+/H+-cse].e rendszer aktiváIódásábóI fakad
Na+/H+-csere rendszer muködését8l az enzim akt
tákban független lehet, hiszen a Na+/H+-cser
észterre1 (1sakov és mtsai, 1986) a Na+-K+-ATP
ja nem vátt}rató ki (Kövecses , M. , Csermely, P . ,

áyi,J. közlemény et8készületben) .



reszce''s, Na+ szelektí, i;;i;j""i'"=J;i#3*;;;i';l"=";riffi] ij;:iaz új módszerrel a sejten belüli Há+ kóncentrá"i6--;;;;;;i;anöwekedését mutatták ki a Iimfociták aktiva"io;"- során (R.T.tlesketh, személyes közlés ) -

Hl

A T 1irnfociták aktivációja során avációja zajlik le. Ez a =.jt*n belüIiA növekedés mértéke kb. Ó.r-O.tS pH
1986).

Na+/H+*csere rendszer akti-
pH megnövekedéséhez vezet.
egység ( Isakov és mtsai,

Jelenlegi tudásunk birtokában nehéz választ adni arra a kér-désre, ItogY a7 efirértékú k"tíonok koncentrációjának az aktivációsorán bekÖvetkező változása a 1imfoeiták aktivációjának 
";ü}=+?eg= fettélele,, vagy csak §ise5Ő jelensége. Az a tény, hfiy ;1imfocita-aktiváció mind . Ná-7Hi-;;;á;árrd=r"" inhiüito"ai!r,az amiloriddal, mínd a Na+-K+-ATPáz inhíbitorávál, a ouabainnalgátolható (Macara, 1985; §zamel és mtsai, l9B0),"-ár"" utal, hogyaz ionkoncentrációk megváltozása §zükEé€§§ Éerrát"i. Ugyanakkiraz ami}oridróI b9bizonyosodott, h;gr=;N§ 7a-:";"; rend,szernektávolról sem szelektív gátlószere (üácara, ises;; a ouabain pediga 1imfociták stimulációját egy nagyságrendde1 kisebb koncentrá_g!g!"" kéPes gátolni annál .-to.r"J.irációnál, a*ennyi a Na+-K+-ATPáz enzím gátlásához szükséges 

"yue..ó sejtek esetén (Szamel ésmtsai, 1981).

§e3J

_ _ Meebízható módszerek hiányában a 1infociták intracellulárisCaZ+ koncentrációjának rneghaiározása sokáiá ""r.er=eeekbe ütkö_
?Ö!t: TgY, azon korai megfigyelések ellenéie, 

"*"rv"r. a 45CaZ+felvéteIének növekedésérŐI ilámottak be, i"Éaiá--""* születettelfogadható válasz arra a kérdésre, hogy növekszik-e a 1imfocitákintracelluláris Ca2+ koncentraciaja-'aktivációjuk aLkalmáva1(CamPbell, 1983). A kérdésre a választ a Tsien és munkatársai á1*tal kifejlesztett fluoreszcens mérési techniXa u"eli=ege.."r lehe_tett megadni (Tsien, 19B0, 1981, Tsien és mtsail tgaá/a). Á"ái"számos kutatÓlaboratóríumban. igaz<llták, hogy a tirnf ocitat< se jtenbelüli Ca2+ koncentrációja miná mitogén lekiinekk;i; mind anti-génnel történö aktiválásrresetén a iyugalrni kb. róo nM-os ér-tékrŐl kb. 200-500 nM-ri ,ro *ug.

A caz+-koncentráció növekedésének ismeretében a következő ter_dés amit feltehetünk: mí az 'a mechanizmlts, ahogyan a receptor ak-tiválÓdása e koncentrációnövekedéshez vezet? A-receptorkötött fo-lYamatokat a 2-_1 .1. fejezetben a GTP-kötő f ehé;i"-áxtirálódásáiekísértük figyelemmel. Az aktiválódás hatására á r"rrji;;;ái--i;:
Y3}Ó a alegYség egy foszfatidil-inozito] (pI) =p..itit,r= foszfo-diészterázt aktivál (Cockcroft, 1987).

E foszfodiészteráz enzim aktivitása a ca2+ koncentráció füeg-
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vénye. Sokáig csak a fizio]ógiás körülményekt8} távo}i tartomány-
ban. mM-os Ca2+ koncentráció esetén aktív alakot taláIták meg.
xos$uu kitűnt, hogy az enaím e formájából 1imitált proteolízissel
a fiziológiás, szubmikromoláris CaZ+ koncentrációk esetén is
aktív forma keletkezhet (Hirasawa és Nemoto, 1986). Azóta az
enzimnek mind,membránkötött, mind citoszoLikus formáját kimutat-
ták. Mindkét sejtfrakció számos izoenzimet tartalmaz, arnelyek
egymástó} pH optimumukban, foszfatidiI-inozitol mono-, illetve
bisz-foszfátra (PTP, ill. PTPz) mutatott specificitásukban, i1-
Ietve Ca2+-aktiválhatóságukban kütönböznek (Kamisaka és mtsai,
1986; Wang és mtsai, 1966; Carter és mtsai, 1986; Carter és
§mith, 1967). Az egyes izoenzirnek egymáshoz waLó viszonyát, il*
letve a limfocíták aktivációjában való részvételük mértÉkét és
módját még nem sikerült tisztázni -

Ezen foszfodi észteráz izoenzimek álta}ános tulajdonsága azon-
ban, hogy a fiziolóeiás Ca2+ koncentrációtartományban (1O-Z M)

inkább a-PlPz, semmint a PTP hidrolízisét katalizálják. A hidro-
lízis diacil-elícerol és inozitol-triszfoszfát ( TPS ) keletkezésé-
}:.ez vezet. Az TPs endoplazmás retikulumbeli receptoraihoz (§pát
és mtsai, 1986) kapcsolódva az ott tárolt Ca2+ egy részét felsza-
badítja. Az IPa hatásmechanizmusát jelenleg inkább egy recep_
torkötött caz+-csatorna megnyitásának, semmint valamilyen közben-
ső lépés -_pl. IPg*specifikus fehérje kináz, GTP, stb.-_ Segít5é-
gével }ezajló folyamatnak gondoI.ják (Putney, 1987). Mindazonálta}
á GTP önmagában is képesnek tűnik a tárolt Ca2+ egy részének
eIeresztésére (Clruelr és mtsai, 1987).

Az TPg-nak az elŐször felismert (1,4,5)IPa formáján kívül még
számos ízomerje, metaboIitja léteaik. Hasonló lratékonyságú a cik-
likus (I:2,4,á)ÍPs. Mive1 a Ca2+ hosszabb időn keresztüli magas
(több mint L0-5 M-os) koncentrációja a sejtek számára toxikus,
(Campbe}1, 1983) az TPs "hatásta]anítására" a szervezetnek haté-
kony mechanizmusokkal ketl rendelkeznie. A hatástalanítás egyik
módja az "inozitol-ciklus", amely az,,IPe inozito}lá valÓ fokoza-
tos defoszforilálásábóI és a keletkeaő foszfatidil-inozitol PIP2 -
vé való foszforilálásából á11. A folyamatsorozatban az inozitol-
1-foszfátból ínozitoI keLetkezését katalizáló enzimet Li+-maI
sze}ektíven gátolni 1ehet, ezt, a tényt gyakran alka}mazzák az
inozitol-foszfátok mennyiségének mérhetővé téteIére (Berridge,
1984). A hatástalanítás másik útja 1ehet az a nemrégiben felfede*
zett reakció, ameIlyeL az (1,4,5)IPs elŐször (t,3,4,5)IPl-gyé,
majd (1,3,4)IPs-má alakul. A két utóbbi inozitolfoszfát ugyanis a
Caá+ eleresztését az (L,4,5)IPs-náI csak jóval kisebb mértékben
tudja el8segíteni (Putney, 1987).

A sejten belüli Caz+ koncentráció megnövekedésének az endc-
plazmás retikulumbó1 kiáramló CaZ+ csak egyik forrása. Az intra-
celluláris Ca2+ koncentráció !ar!ós megemelkedését a sejt a sej-
ten kívüli Caz+ beeresztésével biztosítja. E Ca2+ beáramlás me-
chanizmusa mind a maí napig nem teljesen tisztázott. A 2.1.1.
fejezetben sző esett az egyík lehetséges mechanizmusról: a recep-
torkötött CaZ+ csatornákról. Néhány kutató feltételezése szerint
a citoszol caZ+ szintjének növekedése csa\ az endoplazmás retiku-
lumban tárolt CaZ+ mobitizálásábóI fakad. A sejten kívüli CaZ+

szerepe ezen elképzelések szerint csak az endoplazmás retiku-
Iumbeli raktárak feItöltése lenne (Putney, ]"997).
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A fentíekben láthattuk, lrogy az IPs "hatástalanítására" bo,
nyolu}t folyamatsorozat =rer.r""8dött- Amennyiben a Ca2+ túlzot
tan magas koncentrációja a sejt haláIához vezet, nem csak feláza:
ladulásának, de ahluális kolceutraqíóiának is hatékony szabályo,
zása kell, hogy legyen. A CaZ+ homeosztázLs fenntartásában <

plazmamembránban l áz endoplazmás retikulumban és a mitokondrium
ban található Ca2+-pumpa rendszerek vesznek részt. A mitokondri,
á}is CaZ+-pumpa renászárek kapacitása nagy, de ,ŰkOdé=.rk csak ma
gasabb (0.7-1.0 pM feletti) Ca2+ koncentráció esetén lesz számot
tev8 (Campbel1, 1983). A T 1imfociták viszonylag kis mennyiségl
endoplazmás retikulumot tartalmazrrak. Talán ezzel is magyarázha
tó, hogy az endoplazmás retikulumban, illetve a p}azmamembránba:
található CaZ+-pumpa rendszerek elkülönítése T limfociták esetér
eleddíg nem sikerült. Mindazonáltal a 1imfociták aktivációj
esetén a 45Q,aZ + fluxusok korábban említett megnövekedéséve
összhangban a 1imfocita Ca2+-ATPáz számottevő aktivitásnövekedé
sét lehetett kimutatni (Averdunk és Günther, 1980).

Az eddigiekben az aktiváció során megnövekedett sejten belül
Ca2+ konceniráció keletkezéséről és szabáIyozásáról esett sző- J

következő Xérdes, amit feltehetünk: mit okoz, milyen fo}yamatoka,
aktívál ez a koncentrációnövekedés? Sajnos az értekezés terjedel
me nem teszi lehetővé az e kérdésre adható akárcsak vázlatos vá
}asz ismer:tetését sem. Néhány kiragadott példa: a megnövekedet,
CaZ+ koncentráció }:atására aktiválódik a }ipid metabolizmus 'szá
mos ku}csenzimje (ld. 2.2.3. fejezet) és jónéhány fehérje kinál
(ld. 2.2.4. fejezet). A kalmodulin segítségéve} az adenilát cik
Láz, a ciklikus nuklecrtid foszfodiészteráz, a kaLcineurin, i

Ca2+-aktivált neutrális proteáz, a plazmamembrán Ca2+-ATPáz akti
váIódását írták Ie küIönböz8 szövetekben. A Ca2+(-kalmodulin
szerepet játszik a mikrotubulín-asszociált fehérjék, a dinei:
ATP-áz, a fodrin, a kaldezmon, a gelsolin, a villin és a fragmin
azaz a mikrotubuláris és mikrofilamentáris rendszer működésében
Ca2+-aktiváIt enzimek pl.: a piruvát dehidrogenáz-foszfaLáz, l

NAD+ : izoeitrát dehidrogenáz, a glicerin-3-foszfát dehidrogená
és az a-ketoglutarát dehidrogenáz, stb, (Campbell, 1983; Exton
1986).

Végezetül azt a kérdést ke11 megválaszoInunk, hogy a sejte,
belüli caz+ koncentráció emelkedése szükséges és elégséges
szükséges, de nem elégséges, vagí csupán ve}ejáró Lényezője
limfociták aktivációjának. A sejten beltili Ca2+ koncentráci,
emelése semmiképpen sem lehet szükséges és egyben e}égséges fe1
téteI, lriszen a Ca-ionofórok csak viszonylag gyenge mitogén ha
tássa1 rendelkeznek. Ugyanakkor arra, hogy a sejten belüli Ca2
koncentráció növekedése a limfociták aktivációjának szükséHe,
feltétele, egyre több m€gfigyelés utal:

az extrace]"luláris Ca2+ koncentráció 100 pM alá való csök
kentése esetén a limfociták aktivációja nem kóvetkezik b,
(Whitney és Sutherland, t97Z; Abboud és mtsai, 1985);
La3+ és a Ca2+-csatorna blokkoló D-.600 rneggátolják a limfcl
citák aktivációját (Campbe}l, 1983);
újabb vizsgáIatok tanulsága szerínt a sejten beIüli Ca2
koncentráció azon esetekben is emelkedik, amelyeket régeb
ben éppen a Caz+ szükségessége eLleni biaonyitéknak hozta.
fe1: pI- forbol-észterek hatása esetón (Klip és mtsai
1984; !íare és mtsai, 1985; Erne és mtsai, L987).
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Nebézf.éBionqh

A nehézfémionok szerepét a limfociták aktivácíójában már a
hetvenes évek legeIején feIismerték (Alford, 1970). 'Arslan és
mtsai (1985), valamint az 5.1. fejezetben bemutatott saját ered-
ményeink alapján a T Iimfocitákban a leggyakrabban elŐfordutó ne-
hézfémek (csOÚXanő gyakoriságban): a 

":.^to, 
a vas és a réz. Íev a

továbbiakban e három fémnek a T Iimfociták aktivációjában betöI-
tött }ehetséges szerepe lterül váz]-atos bemutatásra.

Qlrtkhiányos áIlapotban az immunfunkciók szinte kivétel nélküI
csökkennek, visszaszorulnak (Fraker és mtsai, 19B6). Cink ionok
számos, a limfociták stimulációjában résztveví enzim műkOdéséhez
nélkülözhetetlenek, illetve ezen enzimek akt,ivációját okozzák.
Igy a cink ionok szerepét kimutatták a DNS- és RNS-polimeráz,
walamint a tímidin i<ináz műkOdéséb.n (Slater és mtsai,, 1971;
Yarom és mtsai, 1976). Ujabban cink ionok jelenlétét feltételezik
a 1TIA fehérje transzkripciós faktorban (Diakun és mtsai, 1986),
valamint jónéhány hormonreceptor esetén (kortizoI, ösztradioL,
tiroid hormon receptorok; Weinberger és mtsai, 19B6; §abbah és
mtsai, 19B7). A eink szerepe különböző fehérjék és nukleinsavak
kapcsolódásában általánosan is megfogalmazódott: Berg (19B6/a-b)
elmélete szerint a nukleinsavaklroz kötödő fehérjék egy speciális,
ciszteincsoportokból összetev8a8 cínk kotőhelyei, "i n.n. "eink-
ujj"-at tartalmazzák. (Az elnevezés a Ca2+ kotőheLyekre született
"E-F -hand" analógiájára szüLetett: "zinc-finger". ) Különleges
érdeklŐdésre tarthat számot az a tény, hogy ezen "cink-ujj"
jelenlétét a limfocita jelátviteli mechanizmus egyik kulcsenzimé-
ben, a fe}rérje kináz C-ben is igazolták (Parker és mtsai, 1986).

Cink hiányában tehát a limfoeiták aktivációja nem következik
be. Ennek egyik oka minden bizonnyal a fentiekben felsorolt szá-
mos enzim mÜkodés.ének a zavarában kereshet8, keresendŐ. Mindazon-
áItaI a T 1imfociták alttivációja scrrán a cink ionok eloszlásának,
koncentrációjának váltoaásairó} és ezae1. összefüggésben a cink-
tartalmú enzimek mÜkodésenek módosulásairól eddig nincsenek ada-
taink.

A vas szerepét is korán felismerték a 1imfociták proliferáció-
jában (Alford, 1970; Bryan és Leeclr, 1983). A fém fontosságát
szelektív komplexképz8jéveL, a deferoxaminnal végzett kísérletek
fokozottan alátámasztották (Lederman, 19B4). A proliferációs
folyamatokban fontos szerepet játszó fehérjék közül a ribonukleo-
tid reduktáz *űkodéséhez az enzim vastarta}ma nélkülözhetetlen
(Sato és mtsai, 1984). A vas felvételére a sejt küIön rendszert
épített ki a transzferrin/transzferrin receptor kettős révén. A
transzferrin receptor egyike a legmobiIisabb receptoroknak: a
felszíni receptorok száma számos ágensse1 (szérurn, inzulin, 11-
GF, IL-1, PDGF) növelhető (Ward és Kaplan, 1986), más anyagok
(forbo1 észterek, A23187, TFN)í) viszont számuk csökkenését idézik
eIö (Kohno és mtsai, 1986; Weiel és mtsai, 1985).

A réz szerepe kevésbé tisztázott a 1imfocita stimuláció folya-
matábárr. Az iiodalomban rnind szükségességéről, aktiváló hatásá-
ról (Flynn, t9B5), mind az általa okozott proIiferáció gátlásról
(Anderson és Tomasi, 1984) találhatók adatok. A jelátviteli- fo-
Iyamatokban szerepet játszó enzimek közüI a guaniIát ciklázró1
bizonyították be, hogy rezet tartalmaz (Gerzer és mtsai, 1981).
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2'L'3' Változások a Plaamamembrán 1tpldösszetételében a T 1in-fociták akttváóióJa során--- --.|

Fps3f a!idi l:laozltpl metabo1 i zmu§

Mint ahogyan az már a 2-:+-2. fejezetben ismertetésre került, aIimfociták aktlvácioj"-u""al . i-;;j;'receptorra]_ kölcsönhatásbakerü18 foszfodié;;;;;;""Lrr"i* . io==r*tidil-inozito]-bisa-fosz_fátot (PIPz*t) és ki;;b; rnértékü*r,-J--ioszfatidir]i.,o"itolt, i1_1etve annak monofosziái;ai.di;;ii-gii"i"o1r., iii*;;" a megfelelőinozitol-foszfátokra ü;;ii j3- (il;"ij;;; 1984). Az írtozito]-fosz-fátok egyrnásba való at"i"kúra=a"Oi;--;iletve a foszfatidil-inozi-j3io3i=3::iirí}ását bi,i""ita " i;;;itJi-"ir.t,="Ji ;- u" eLőző feje-
A foszfodiészterázos hasítás másik terméke1 3, diacil-elicerola Ca2+- és foszfolipia:tuJeő-i-}.éijá^r.i"az (fehérje kináz C) ak_tiválásában játszik uz*rEp,et (1d." Z-.1 .4,. fejezet). A diaci1-glicerol mennyiségét-ká;-iáiy;;i 

=i.iar"o ""a. Az egyik során adiaci],-gicerol kínáz .--ái""il]eli.";;i; foszfatidsawá foszfori_1álja, amel' eg'es erxapzeléseü'-;;;;i;; CDp*diaciI-elicerolként afoszfatidil-inózito1 
"!]="t,té"i;;;;-l]aszná}ódna tér. A diaci1_glicerol "hatástatanítása.rat"" rJ"ir.-ntj" a_ diacilglicerol lipázoká]tal történő emésztés*,-- .**iy =orán-szabad asiisavak és mono-acil-glicerol ke}etkezik (Feinriei;-; §h.'.fi, 1983) .

Az arachidonsavból a 1ipoxigenáz, illetve a cik1ooxigenáz út-vonalon számos_, na§yon -;;ő;;i;JJ 'r,"ta="t ui"J*- ..*gyület , ígyProsztaglandinok, tromboxánok é;"i;"il;iriének keietkezhetnek. Bára limfocitákban keletke"e"ui. *á"tji""nr. " *;k;;fáeo}., va*y aneutrofilek esetében tapasztaltnál ;or.r xi"*üil-iiáarr"r, 1984),ÍgY is igen jelentős 
=""Üjry""J 

-."""Ji"t 
töltenek be az immunfo_lYamatokban, A- ProsztááÍ."ai"""á;;;;;ilor. *rszaporodása esetén a Tlirnfociták prolit""á"i5jJ' rri"="r"ror*|-eu viszónt : a T limfocitákaktivációja saját o"á="t"glandin-leimeléstik vissaaszc,rulásáhozvezet (Ausse1 és mtsái, tSa7;.

Az arachidonsav két f8 úton keletkezmertetett diaci 1 - gt i;;"; i 1 ipá, --Ji;;L";3iié.á'-;§I;f.:: 
;JÍ3l, ; =;foszfatidíl-íonziiolok -ie= így a ú"iájfi'""r."i"iíizett diaci1-

il§"':}3}".áíi"í-";"!:f;|;,ur"túJ, 
"J,i"ry 

" iipá,"-támadáshelye,
r 

" 
i=,.u.á"iá" a""r. ;; ;ii; -;8",ii;i'"'"í*;r:íiáíi 

_ rI3,, ff í;'.is:iff :1ipáz-Az-ve1 való "rJ""fs=" (Fáinsteirr*eu Bha'afi, 19B3).
Az etőuu ismertetettekkel összhangban a T }imfocitákban af oszf o1ipáz-Az aktivitásá. ,i=r911,Íáá--ii""i ( rr"li*, és mtsai,1982i GoppeIt-StrüÚ*-Ju*Jt"*i, i9á6r'e.,==*t és r,,i;;i, 1987). Igyaz arachidonsav f elszabadu].ása'*-i i"i,t"arrn"k ", acíl-CoA: 1izole-citin aciltranszferáz aii"ri """"á;", 

"=ga beépítése zaj}ik le a T1imfociták aktiváeiója-e""ter, (S=.á*Í ;; mtsai, 19B1; Trotter ésmtsai, I9B2; BehI és-mtsai, 19d7). *J

Az aracbidppe_ar-}es zké_d
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!a!!ozá§ok plaaualqgmb.té& f.Luld it ás áb.ag

A T Iirnfociták plazmamembránjában Iév8 acil-CoA: lizolecitit
aciltranszferáz a többszörösen telítet}en zsírsav-CoA-kra nagy
specificitást, mutat. Az enzim aktivitása 2-3-szorosára nő a T
1imfociták aktivációjának egyik els8 lépéseként (Szame1 és mtsai,
1981 ) . Tgy az enzim működésének eredményeképpen nemcsak a szabad
arachidonsav mennyisége csökken a rimfociták aktivációja során,
hanem a plazmamembrán feldúsu} telítetlen zsírsavakban. Ezáltal a
membrán }t,riaitása megn8 (Goppelt-Strübe és Resch, 1987).

A Na+-K+-ATP-áz szelektív gátlószere, a ouabain képes rneggá-
tolni az acíl-CoA: lizolecitiI aeiltranszteráz a limfoóiták aÉii-
vációja során bekövetkezá aktiváIódását (§zame1 és mtsai, 19Bl).
Ez arra utal, hogy az enzim mind a mitogén receptorral, mind a
Na+ -K+-ATP*ázzaL szoros kölcsönhatásban áIt.

Foszfolipid mcliJésié
Hirata és Axelrod (1980) a hetvenes évek végén fejlesztette ki

a foszfatidil*etanolamin enzimatikus motilezésén alapuló elméle*
tét. Elképzelésük szerínt a sejtek (ezen belü}: a T 1imfociták)
aktivációja során a foszfatidil-etanolamin (PE) sorozatos metiIe-
zés következtében foszfatidil-kolinná (PC-vé) alakulna át.

Hipotézisük azonban néhány, késöbb megismert kísérleti ténnyel
e}lentmondásba került (csak az eddig felsoroltak kozűl: a lizo-
lecitil-acilt:ranszferázzaL kapcsolatos kísérIetekben a PC->PE
átalakulást lehetett kimutatni --Trotter és mtsai, 19BZ--; a
feii,éi,eiezeii PE->PC át,aiakuiás követ,kezt,ében a membrán f iuciitá-
sának nem növekednie, de csökkenníe kel}ene --Goppelt-$trübe és
Resch, 1987--).

2.I .4. A

Eetérie

llmf oelták akttváolóJában

A hetvenes évek végén Nishizuka és munkatársai egy ciklikus
nukleotidoktól független fehérje kinázt és annak Ca?+-függő pro-
teolízisseI aktivált formáját mutatták ki az agyszövetben ( Inoue
és mtsai, L977). Késöbbi kutatásaik során bebizonyították, hogy a
holoenaimet caz+ és foszfolipidek együttesen képesek aktiválni
(Takai és mtsai, t979). A CaZ+- és foszfolipiá füse6 fehérje
kináz (fehérje kináz C) jelentőségének felismárésébén az ets3
áttörés akkor következett be, amik<rr bizonyítást nyert, hogy az
enzimet a foszfatidil-inozitol hidrolízise során keletkező dia-
cit-gIicerolok jelent8s mértékben aktiválni képesek. Igy a fehér-je kináz C aktíváIódása a receptorkötött foszfodiészteráz aktivá-
ciójának közvetLen következményévé vált (Nishizuka, 1984). Az
enzim biokémiai jelentőségének felismerése után a sejtbiol_ógiai
és orvostudományi kutatásoknak akkor vált küIönösen érdekes e}e-
inévé, amikor kiderült, hogy a széleskörben ismert tumor promote-
rek, a forbol észterek a fehérje kínáz C szelektiv és igen haté*
kony aktívá}ószerei (Castagna és mtsai, 1982).

A taláIható fehérje kináZ C-.t diacil-eli-

f,ehérJe klnáaok ca€repe a

kináz C

,

T 1imfocítákban

L2



cerolokat nem tartalmazó foszfolipidek jelen!étében CI,1-1 ,nM

Ca2+ -mal lehet teljes mértékben aktiválni. Diacil*elíceroiok
ielenlétében az enzim maximáIis aktivitása az eLőz\ eitet több-
szoro§ere no meg és az optimális CaZ+ koncentrácíó pedig 1-10 pM

körüli értékre Ósökken. A diacil-glicerolok közül a tÖbbszÖrÖsen
telítetlen 1,2-dioleil-elicerol az enzim leghatékonyabb aktiváto-
I&lafoszio.lipidekÉatékonyságapedigafoszfatidil-kolin<<
foszfatidi1_etanó1amin(foszfatidi1-inozito1<<
szerin sorrendben, azaz a Iipidek negatív töItésének sorrendjében
;8- (ó;";;-é= *tr"j_, 1981; x,, és mtsai, 1981) . Hannun és Be1l
irgíio) szerint a felrérje kináz C aktiváLásálroz }egalább néEy
molekula foszfatidil-szerirr" (PS-re) van szükség. FeltételezésÜk
;;;;i;i az enzím először a Ca,4 PS-komplexet köti íílegl majd aZ

enzimnek ezeyl "el8aktivált" formája képes a diacil-Clicerol (for-
bol észter) kötésére.

A fehérje kináz c két doménből, a katalitikus és a szabályozó
a"*á.rúáÍ-éptir f eI. A katalitikus domén tartalmazza az enzim ATP-
i;;B";Úi,ir-llntrumát, a s"áUatyo"O domén pedig a különböző akti-
vátorok (Caz*-,- iosziatidiI-szerin, diaciI]gIiceroI) kotőhelyeit.
A két domén kbzött a fehérje kináz c a Ca2+-füeső neutrális pro-
teáz (calpain) segitségéveI hasítható, a hasítás következtében a
katalitikus áomén terrerje kináz aktivitása Ca2+-tót és foszfo-
Íipiá"r.tőr f üggetlenné váti}, (M kináz ) ( Kishimoto és mtsai ,

igbál. A fehéi]e kináz C elsődleges szerkezetének meghatározása
során kiderült, hogy az enzim nem tartalmaz oLyan hidrofób szek-
vencíát, amely'" *"Át"ánokhoz való kOtődésében szerepet játszhat-
na (Parker és mtsai, 1986), Igy az enzim !a y!:rg, lipidaktivációja
más, bonyolultabb mechanizmus szerint ke}I, hogy történjen,

A fehérje kináz C nyugvó limfociták esetén döntő mértékben a
citoszolban lokalizáIható. A ="jtek mind antigénnel, mind mitogén
lektinekkel történ$ .,aktivációja ,.során az enzim átmenetileg a
palzmamernurantá" 

--iiótőáir.. A Üot8ae= az aktiváció eLső néhány_
percének elteltével éri el maximumát, majd az aktiválás első
3rájának eltelte után az enzim ismét a citoszolban Lesz nregtalál--
ható (Nishizuka, 1986; Farrar és Ruscetti, 1986; Ne} és mtsai,
1987). Farrar és Ruscetti (1986) adatai szerint a fehérje kináz C

*L.ui.a"rráz való kötődése interleukin-Z hatására is bekövetkezik-
Í#--"- 

- tárre"j" kináz C enzim a T 1imf ociták aktiváció jának aZ

iilerleukín-2 kötődésével beinduló második 1épésében is fontos
szerepet játszhat.

Nemrégiben megjelent közlemények a fehérje kináz C-nek a sejt-
*.eokho, való ÜÓtőae=erőr számolnak be (Kraft és mtsai, 1987;
Milra és Sahyoun, 1987). Girard és mtsai (1987) és Cambier és
*ir"i_ (1987) pedie különböző aktiváIó ágenselr,hatására az enzim-
nek a citoszo]bó1 a sejtrnagba va}ó áthe}yeződésérőt számolnak be.
E felfedezések új fejezetát nyithatnak a fehérje kináz C további
hatásmód jainak megi smerésében -

A fehérje kináz C mernbránhoz való kotődése alapvetően_ két
mechanizmus szerint játszódhat Ie. A Ca?t . á!!ar gl6segÍ!e!!
ÖÜÖÜÖi!oc, "_r".r."iibitis" -nek tekinThető, -;i;er--áá enzim
Ca?+-komplexÉÉp"gr.- ú"iá=a"" a membránró} 1eoldható. A kotődés e
forrnája áyo"=,- független a hárnérséklettől, nem mutat Specif iei-
tást - seúelyií szubóelluláris frakeió membránjára 5em, az enzin
fizio}ógiás koncentrációival. nem telíthetŐ, valamint az enzim e

l
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tot8helyei tripszines emésatésre nem érzékenyek. A köt8dés másik
formája, a forLol észterek á!!a1 elŐsegltett membránkotődée álta-
lában a " reverzibilis " kötBaesT kEveT&" jo"-Gü;:-_-A ÉTőae= e
formája hőmérsékletfüggŐ, a plazmamembránra többé-kevésbé speci*
fikus, telíthető és az enzint e kötőhelyeí tripszines emészLés
hatására elvesztik kotőképességüket (Wotf és mtsai, 19B5/a-b;
Gopa}akrishna és mtsai, 19B6). A forbol észterreI stabilizált
kötődés jellernzőibőt azt a következtetést vonhatjuk le, }:ogy a
fehérje kináz C a plazmamembránhoz valamifé]e receptorfehérje
közvetítésével kapcsolódhat - Az enzimnek a feltételezett recepto-
rához való kötődé;ét a forbr>} észterek nagymértékben elŐsegíthe-
tik.

A fehérje kináz C alapvető szerepet játszík a T 1imfociták
aktivációjában (Isakov és mtsai, 19B6; Dröge, 19B6). Eey fehérje
kináz funkciójának meg!értéséhez általábarr akkor juthatunk kóze-
Iebb, ha az általa foszforilált fehérjéket megísmerjük. A fehérje
kináz c esetén a funkció szerint ís azonositott szubsztrátok
Iistája már 19B6-ban kishí j.án féLszáz tagot számlált (Nishizuka,
1986). Az azóta eltelt ídőszakban a feltérképezett szubszrátok
mennyisége csaknem hetente gyarapodott. Az intenziv kutatás ezen
gyümölcseit szemlélve nagyon ne]réz eldönteni, hogy melyek azok a
fehérjék, amelyeket az enzim in ylyo is foszforiIáIni regulá}-
ni képes, és melyek azok, amelyek az "aki keres t dz taIáI"
alapelv értelrnében kerülte}< fel a listára. A felré;je kináz C-nek
az egyes szubcelluláris frakcicik közötti átrendezáaései azonban
minden bizonnyal nagy saerepet játszanak e lehetséges szubsztátok
egyikének-másikának in y!y<l bekövetkező foszforitációjában (BazzL
és Nelsestuen, L987 /a-b) .

A számtalan vizsgálat közii1 Lee és. mtsai (1987), valamint
Angel és mtsai ( 1987 ) munkája emelhető t<i, akík szakítottak a

jez8dés kutatási sémával és a f ,clyamatsorozatot a másik oldalróL,
a génkif e jeződés oldaláról kezdl;ék vizsgálni. ..Eredménye,ik szerint
az SV-40 fehérje és a metallotionein kifejeződését elősegítő AP-
1-es transzkripciós faktor szoros kölcsönhatásban á1l a forbol
észterek áItal indukált gének promoter régiójával. E felfedezés
(a f ehérje kináz C sejtmaába .r.'1ó átrendeződésének felismeréséve1
közösen) kiindqlópontja lehet egy _ olyan vizsgálatsoroaatnak,
amely során etsőtent nyílhatna 1ehet8ség e4y jelátviteli foiyamat
teljes lefutásának tisztázására a plazmarnembrántóI a génkife jezŐ-
désíg.

A fehérje kináz C minden kétséget kizáróan a limfociták akti-
vációjának eÉyik kulcsenzime. Ezéit is feltéteIezhetŐ, }rogy *Űko-
dése szárnos szabályozó f oIyarnatnak alávetett. A továbbiakban e
szabáIyozó }épések áttekintésére kerül 5or.

A fehérje kináz C aktivátorai közüI az enzim a CaZ+ mennyi-
ségének sajátos szabáIyozását valósítja meg. A fehérje kináz
C tartós miiködése jónéhány szövet, i}Ietve sejttípus esetén
meggátolja az.intracelluláris Ca2+ koncentrációnak az adott
=.ji.. játtemző aktiváló ágens hatására bekövetkező növeke-
dését. E hatás egyrészt a foszfatidit-inozitol bontás eátlá-
sábó}, másrészt (p1. szív, neutrofilek és vérlemezkék e5e-
tén) a p}azmamembrán Ca2+-ATPáz aktiváIásábóI fakad (Lagast
és mtsai, rgaa; smith és mtsai, 19B5; Nishj_zuka, 1986).
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A fehérje kináz C aktivá]ásában résztvev8 diacil-sliceroltermelődésének sebessége is csökken a foszfatidiI-inozitolbontás gátIásáva1. Ugyanakkor azonban ,3 diacil-elicero1
UeggYlságe mégsem csökken, hiszen a forbol észter keze}ésegY foszfatidil*kolin specifikus foszfolipáz C-t aktivái(Muír és Murray, 1987), és ugyanekkor mind á diacil-elicero1]-ipáz (Chabbott és Cabot, 19B6), mind a diacir-éiicerolkináz (Takuwa és mtsai, 19B7) gátlása bekövetkezik. Á diaci1-glÍcero1 tartalom nóvekedósének mechanizmusa azonban mégnem tisztázott te].jes mértékben, hiszen Mentlein ( 19B6'szerint a diacil-s]icero]. tipáz gátlása csupán kompetitivjellegü, Besterman és nrunkatársai (1986), valamint Ilhitoyaés munkatársai (19B?) pedig a diacil-slicero1 kináznak astimuláció során bekövetkező nrembránköt3dését és aktiváció-ját írták Ie. ugyancsak nem tisztázott, hogy a foszf,atidi1-kolin specifikus foszfolipáz C áItal felszátadított diaci1-glicerol mennyire tartalrnaz telítetlen zsírsavakat, a2'azmennyire alkalmas a fehérje kináz c aktiválására.
TÖbbszÖrösen telítetlen szabad zsírsavak (pl. araehidonsav)a fehérje kináz C-t aktivá.]. ják (Dröge, 1góol . Iay az enzimaktivációja a foszfolipáz Az akiiválodásával --is 

bekö-vetkeahet.

A fehérje kináz C (forbol észterrel elérhetŐ) tartós aktivá_IÓdása esetén j.ónéhány sejttípusban az enzitn "d,own-reguláci-
ója" figyelhető meg (Nishizuká, 1986). Az enzimnek u. pl."r"-membránbÓI valÓ eltÍ{nését fokozott degradációja kíséri(Young és mtsai, 19B7 ) .

Az utóbbi időszakban a fe}ré::je kináz C-t kódoló gén .,, F és
X változatát derítették fel (Carpenter és mtsai, rsa7). Er-re is visszavezethetően az enzímnek számos izoenzimét sike-rÜlt elkülöníteni a különböz8 sejtekben, szövetekben (Jakenés Kiley, 1987; Se}tiguchi és mtsai, 19B7; Woodgett és Hunter,
1987 ) . Az izoenzimek mind Ca2 + -mal (Jaken és t<it.y, 1 gB7 ) ,mind szabad zsírsavakkal való aktivá]hatóságukban (Sekiguchiés mtsai, 19B7) küIönbözne}t egymástóI. Iey ezen izoeniimekegYrnáshoz viszonyított arán,yának változasái is 1.ozzájáru1-hatnak a fehérje kináz c aktivitásának szabáIyozásához.
A fehérje kináz C-nek mind fehérje (Huctro és mtsai, 1987),mind nem fehérje ter:mészetü endogén inhibitora ismeretes(Ba}azovich és mtsai, 19B6)- Ezen inhibitorok mennyisége ésaffinitása is váItozlrat a sejt aktivációjával Az enzimet ah':sszÚláncú szfingozidok szintén gátolni képesek (Hannun ésmtsai, 1986 ) . Kolesnick ( 19B7 ) adatai sáerint e gátlásfiziológiailag is saerepet játszhat, hi§zen diaci}-slicero-IokaszfingomieIinekfokoz,<:tthidrolízisétidézixerő
Poliaminok (Moruzzi és mtsai, 19B7) és gangliozidok (Kreuterés mtsai, 1987; Vaccarino és,.mtsai, 19Bf ) Éépesek meggátoIniaz enzim membránhoz va]ó kőtődését_

Forbol ésater kezelés (aaaz a fehérje kináz C tartós aktivá-ciója) az enzim fokozott proteolíziséhez vezet (Murray ésmtsai, Ig87; Buday ós nrtsai, t987). A proteolizisse1 az en-
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zim egyrészt elveszti menrbránkotő képességét, másrészt meg-
szűnik a Ca+-mal és foszfolipidekkel való aktiválhatósága.
Tay az enzim kettős mértékben is kontroláIatlanná válik.
Jelenleg e proteo].itikus folyamat fiziológiai jelentősége
még nem tisztázott.
A fehérje kináz C autofoszforilációra képes . Az autofos zfa-
riláció esetén aa ATP-re mutatott ku érték a más szubsztrá-
*;ok esetén tapasztalt értóknek mintegy egytizede, íg,y az en-
zim intramolekuláris autofoszforiIációja nagy valószínüség-
gel 1ezajlódó folyamat. Az autofoszforiláció során a hisz-
tonra mutatott ky és vmax némiképp lecsökken, az enzim affi-
nitása ugyanakkor minrl Ca2+-ra, ,irra forbo1 észterre *egrrő
(Huang és mtsai, 1986; Moclrly-Rosen és Koshland, 1987).
Parker és Goris (1986) bízonyították, ho8y az enzim auto-
foszforitáIt formáját a polikation-aktivált foszfoprotein
foszfatázok defoszforílálják- Ez a reguláció e4y új 1ehetŐ-
ségét tárja feI.

Látható tehát, hogy a fehérje kináz C regulációjának számos út-
ja lehetséges és még több oly;.rrr lehetőség adódik, amelynek regu-
lációs szerepe csak a jövőberr tisztázható.

cAMP és §.quB ftieeá febérie kinázok

A cAMP és cGMP a T 1imfociták stimulációjában csak másodlagos,
szabályozó szerepet tölt be. Mindkét ciklikus nukleotid szinlje a
lirnfociták aktivációjának kezcleti szakaszában átmenetileg megnŐ,
bár e koncentrációnövekedés nagyságáró1 és időtartamáró]- etierő
adatok láttak napvilágot. ügyarrcsak ellentmondásos a kép abbarr a
tekintetben, hogy a két ciklikus nukleotid segíti, vagí gátolja a
límfociták stirnulációját (Ralph, 19B3; Wedner, 1984).

Wedner és munkatársai felhívták a figyelniet arra, hogy a eAMP
szint megnövekedésének a limfociták stimulációjára 8yakoroIt
ellentmondásos hatása a sejtnragban, i]letve a p}azmamembránban
található adenilát cikláz és cAMP-füee8 fehérje kináz eltérő
viselkedéséb8l fakadhat (Wedner, 1984).

A cAMP szint tartós megnövekedése gátolja a Iimfociták stimu-
1ációját. Emíatt a cAMP-t bontó foszfodiészteráz fontos szabályo-
zó szerepet tölt be. Az adenilát cikláz mellett ezen enzim akti-
vitásának növekedését is megfigyelték a limfocita stimuláció so-
rán (Epstein és Hachisu, 1984 ) . A cGMP keletkezését katalizáló
guaniIát cikláz aktiválódását elŐsegítik az arachidonsav oxidatí.r
sajátságú termékei. Ennek funkcionáIis oka a cikláznak a ?.L.2,
fejezetben ismertetett hemocianin, i}letve réz tartalma }ehet,.
Az arachidonsav-felszabadulás kicsiny mértéke ( Id. 2. 1.3. feje-
zet) összefüggésben állhat a guanilát cikláz viszonylag mérséke1o,
aktivációjával a Iimfr:citák stimulációja során (Cciffey és mtsai,
1981) .

Cé3J-kelmodulin Éueeő f ehérje }<ia!zok

A ciklikus nukleotid füee8 fehérje kinázokhoz hasonlóan e fe-
hérje kinázok is alárendeIt szerepet játszanak a limfocita stinru-
láció korai szakaszában. A kalmoautin- füeeő fo§zforilációs folya-
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matok különösen az idegsejtekben, illetve az izomsejtekben jelen-
t8sek (Campbell, 1983; Bxton, 1986).

Tirozin táme_déspen!ú Éebérje kjn§zpk

A hetvenes évek közepétŐl a tirozin kinázok két ok miatt ke-
rüItek a figyel,em középpcrntjába. Egyrészt a retrovíru.sok által
aktivált onkogénekrŐ1 5orra derült ki, hogy tirozin kinázokat kó-
dolnak, másrészt a növekedési hormon receptorok eÉész soráról
(pl., epidermal growth factor, ínzulin receptor) bizonyosodott
be, hogy tirozin kináz aktívitással rendelkeznek. A késöbbi kuta-
tások tisztázták, hogy minden sejtben számos tirozín kináz talá1-
ható. Ezek egy résae a már említett növekedési lrormon-receptorok-
hoz asszociált, más résaük az említett onkogének sejtbe épü}t
változatainak a terméke, megint más részük pedig az eLlző két
típustól (egyelŐre?) füg8etlen tirozin kináz

A T limfocíták is számos tirozin kinázt tartalmaznak. Nyugvó
1imfocitákban a tirozin kinázok aktivitása a perifériális, iIIet-
ve a malignusan transzformáIt lírnfocitákban taláIhatóénál szigni-
fikánsan magasabb (Swarup és mtsai, 1983; Piga és mtsai, 1984).
Ez el}entétben áI1 azza]- a korábbi feLtételezéssel, hogy a malig-
nus transzformációt a tirozín-foszforiláció egyértelmű növekedése
kíséri. Ugyanakkor a l.imfocitákban talá}ható tirozin kinázok
aktivitása jelent8sen megnövekedik a sejtek aktivációja során
(Fischer és mtsai, 1984; Wedner és Bass, 1986).

A T 1imfocitákban is megtalálható tirozin kinázok közü1 az in-
zulin receptorróI vannak a legga,zdagabb ismereteink. Az inzuIin
receptor nyugvó állapotban lévŐ, perífériális 1imfocitákon vi-
szonylag kis számban for:dul elŐ. A sejtek aktiváIódásával a sejt-
felszini receptorok száma meg.rŐ - Az inzulin hatásmechanizmusának
a receptor tiroain kináz a}ttivitásán kívül még számos más eleme
ismeretes, így a receptor á}ta1 aktivált nem ciklikus nukleotid
füeeő =r"rirr-Üináz, a ieceptorhoz kötgdő speciáIis GTP-kötő fe-
héije és a feltehetőteg e fehérjéve1 asszociá}t foszfatidilinozi-
t<rI specifikus foszfolipáz C, amely egy gIikoLipidet hasítva egy
reguláló sajátságú o1igoszacharidot tesz szabaddá (Houslay, 1985;
SaltieI és mtsai, 1986).

2.2 Kölcsönhatások a T limfociták jelátvlteli rendsaerei
között

Ag i onkgpgentráe iék vé!! o z á s a inek k§lg s önhatii § a i
A Caz+ sokrétűen befolyásolja az egyértékú kationok sejten be-

tüti koncentrációjának változásait. A megnövekedett intraceIlulá-
ris CaZ+ koncentráció maga után vonja a Na+/H+-csere rendszer
aktiválódását, valamint a Na+*K{ -ATPáz enzim gátlásához vezeL.
Növekvő Car tehát a sejten belüli Na+ koncentráció növekedését
vonja maga után. Az e lratással já.ró harmaclik mechanizmus, a
1tr3+ /Qaz+ -csere rendszer T 1imfocitákban csak igen alárendelt
szerepet játszik (Macara, 1985).

Az egyértékű katiorroknalt a CaZ+ koncentrációjára gyakorolt ha-
tásáról vita bontakozott ki az irodalomban. Az egyik feltételezés
szerint az extracelluláris Ca2+ egy potenciálfüseő K+-csatornán
keresztül áramlik be a sejtbe az aktiváció folyairrán. A leeújabb
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rnegfigYelések azonban a potencíálfüseŐ^C3r+ beáramiást, riem iát-szanak igazolni (w;i;; é"-;;;;;l..ióba; -c*ir"r,á=3l 
mtsai , 1987 ) .A nehézfémek _kölcsönhatása mind au. egy-, mind_ a kétértékűfá l' "aifo -:ffi3i"i,"#jí|;i#§ii:*aiii:i:x 

i;;§i}a,-. ;áfsl;sii;;Íii#'J;"*i'§ji,r§:§;il#ii.i;"rui};l,:, j::]i ; i;áil]". a Na+ _(+ _
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" ii*io"iiar._ 
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Eddig két kalmoduIin füee8 fehérje kinázró1 bizonyosodott be,hogy a cAMP függő fehérje kináz szubsztrátja. A cAMp füeeő fehér]je kináz a foszforiláz kináz aktivácíójára és a míozíi könnyű1ánc kináz gátlására képes (Cohen, 1_985).

A eAMP füee8 fehérje kináz számos tírozin kináz foszforiláció-jában vesz részi, (i{ousiay, i985). Kevés aciai, áIt rendeikezésünkree foszforilációk szabályozó szerepérŐl.
A.. kÖlcsönhatás megfordításáróI, a tirozin kinázoknak a cAMPfüee8 fehérje kináz izabályozásábán betöltött =r"r*oá"gi 

-toi#i
tudunk. Tirozin kinázok mind a cAMP fiiee6 felrérje Í.i.ra, endogéninhibitora, mind pedig a vele ellentétes hatású fc,szfoprotéinfoszfatáz T. enaim inaktiváLására képesek (Van Patten és mtsai,
1987 ) .

Nemrégiben két
fos zfori lác ió j áró I
hivatkozások). E

,l^a jövö feladata.

kutatócsoport is beszámolt a kalmodulin tirozin(Meggio és mtsai, L9B7, valamint a benne Iév!
hatás szabá}yozó szerepének a feltárása azonban

Az_ ion\gncentr;lciék változásainak és a 1ipj3!össze!étel e]ekqlásá-lak kölesönhatásai

_-.";;;;;;";"^.dást tapasztalhatunk a 1ipidek (különösen afoszfatídiI-inozitolok) és a Ca2 + metaboIiimusa között. Afoszfatidil-inozítol-bisz-foszfát hasítása során keletkező inozíjtoI-trisz-foszfát hatására szabadulnak fel az endopIazmatikusretikulumban tárolt ká}cium ionok (ld. 2.7.2. fejezet). A foszfa-tidil-in<lzitolok reguláló hatását a plazmamembrán Caá*-ATpá; ;fi-kÖdésében is kímutatták (Berridge, 19B4). A foszfolipázok szintemindegyike, így a Ca2+ metaboIizmusban nagy szerepet JátszO fosz-
f atidil-inozitol.,specif ikus f oszf odiészteráz, iltLtve a f oszf o]_i-páz-Az Ca2+-füseő enzim (Berridge, 1984; Feinstein és Sha'afi,
1983 ) .

A foszfoliPid- és a Ca2+-metabolizmus kölcsönhatásainak érde-kes megkÖzelítését je}entik Utsunonriya és mtsai (19B6) vizsgála-tai, akik gyorskinetikai nrérésekke1 kimutatták, hogy a plázma-
membrán fluidizációja uegel3zi a Ca2+ sejten belilti- raktár-akbólval.Ó eleresatését, ami viszont a sejten kívüli Caz+ beáramlásaelŐtt zajlik le.

A membrán foszfo}Ípideknek mind összetétele, mind telítettségeérzékenyen befolyásolja a, Ca2+-ATPáz és a Na+-K+*ATPáz aktivitá_sát (Stubbs és §mith, 1984; Nishikawa és mtsai, 1985). A sejtenbelüli PH természetszerüleg a Iipidek metabolizmusábaá "a="tíárőÖsszes enzim alrtivítását befolyásolja, de a }imfociták aktiváció-ja során bekövetk"z8 O. 1-0. 15 pH égységnyi változás áItalábanahhoz tú1 kevés, hogy szignifikáns eliérést okozzon az egyesenzinrek aktivitásában. MinciazonáItal Sweatt és mtsai (1986) áze-rint a Na+/H+-csere renclszer aktiválódása és így a =*jt beisejé-nek alkaliniaálódása a foszfol Lpáz-Az aktivátóáa=at vonja *ás.után.

l
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kölcsönhatásqk e tipldösszetétel alaku.lága és a fehérje kigáaok*rÉ5déi" r.6"titt

. ;-;;---;=-ro=rtoripíd-függő fehérje kináz --nevéből is követ_kezően-- csak foszfol].pidek-Jerenlétáben fejti ki hatását . Azenzim foszfoliPid specificitása már a 2.t-4. fejezetben említésrekerÜlt - Az ott leírtakbóI _kitÜnik, hogy krilonÜoz8 
-foszforipidek

más és más mértákben aktiválják az elLzimet. Igy a fehérj" ki;;;-Cin YiYo aktivitása a. plazmamembrán adott piI}ánatban -- és helyenérvényes foszfolipid összetételének ériékeny függvénye.
A fehérje kirráz C-t a, szabad zsírsavak ( ísy pI. a felszabadu-ió arac}ricion5av) is akt,ivái jái< (Di:öge, i986j. Ugyanakkr,r szf ii-r-go,zinnal (Hannun és mtsai, 1986 ) , i,Iletve -gangliozidokka}

(Kreutter és mtsai, 19B7) az enzim jelentős mértékÉen gátolható.
A fehérje kináz c csökkenti a foszfatidil-inozitoI lebbntásá-.rik_sebességét. E hatásának 1egvalószínübb mechaniznusa a GTp-kö_tő fehérje "hatástalanítása" révén a foszfatidiL-inozitolt hasítófoszfodiészteráznak és az antigén receptornak a szétkapcsolásalehet (Nislrizuka, 19B6) .

A foszfatidil-inozito} specifikus foszfo}ipáz-C gátlásáva1
Párhuzamosan a fehérje kináz C aktivál egy fosztátiail-Üolin =p":clfikus foszfoliráz-C-t (esetleg "csupán; megváltoztatja a =p*-"i-ficitását az el6ző enzimnek...?i (Muii és Muiray, 19Bi). A iosz-fatidil-ko}in bontásának ilyetén meggyorsulását á foszfatidil-ko-lin bioszintézisének aktiválása kováii. A fehérje kináz C e bio_szintézis sebességmeghatározó enzimének, a CTÉ:foszforil-kolincitidil transzferáznak a plazmamembránhoz va}ó kötődé5ét és j"]lentős mértékü aktiváládá=ei-iJ;;i' ;1a' (Wertz, 19á5j .

A fehérje kináz C a foszfatidil-kolin hasításával képződattdiacil-eticerolt bornlását is megakaclályozza a diacil-elicerol 1i-Páz és a diacil-glicerol kináz gátlása révén, bár az irodalombane folyamatok ellen szóló adatok is találhatóÍ< (1r]. 2.t.4. f ej ezetChabbott és Cabot, 1986; Takuwa és mtsai, 19B7 i}letve Mentiein,1986; Besterman és rntsai, 1986; Ishitoya e= mtsai, 19B7).

, A foszfolipáz-C aktiváIása mellett a fehérje kináz C a foszfo-1ÍPáz-Az -t is aktiválni képes. Az enzim aktiváIásával megvalósulóarachidon§aY felszabadulást jónéhány sejttipusban kimutatták(Wertz, 1985). A foszfo}ípáz-Az a fehérje Éi"ai c aktiválódásánakhatására a citoszolból a plazmamembránhoz köt8dik (Schonhardt ésFerber, 1987, valamint Szamel M. személyes közlés). A foszfo-IiPáz-Az alctiválása a feltétetezett közvetien foszforiláció me1-lett a 1iPomodulin segítségével is megvalósul. A fehérje kináz Cugyanis aktiváI (a cAMP füeeő fehérjé kináz pedig inakiiváI) egytirozin kinázt, amely aktivált állapotában " lipo*odulint foszfo-rilálja. A Iipomodulin foszf<rriIáIt állapotában nem képes a fosz-folÍPáz-Az gátlására. ]ey a foszfolipáz:Az aktiválása tulajdon_kéPPen .3 1inomodulin oktrzta gátIás .tati felszabadulás révén iseJ-képzelhető (Anderson és mtsai, 19B5).

A tirozin kináaok a foszfatidil-inozitolok metabolizmusában isjelentős szerepet játszanak úgy is, mint foszfatidil-inozito1 ki-
1ázok és Úey is, mint a fosafatidil-inozitot kináz<lkat aktiválófehérje kinázok (Macara, 1985). A tirozin kináz.gk és a 1ipidek
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kölcsönhatásának még egy érdekes példája van. számos tirozin ki_názrÓI kimutatták, h,cgy az N termináliián ré..Ő ;iili" mirisatilá-1Ódik, E Poszt-transzlácíós kovalens módosítá; szerepe még nemtel jesen tisztázott (Colrerr, 19B5 ) .

A fehér;ig }i+§ap§ múk§désének és az ionkpnceÉré§rét vá}loaései:nak k§!gsönha!á5a!

Az ioncsatornák foszforiláció útján történő gátlása általánosjelenségnek tünik. Igy a fe}rérje r<inaz c és " "ÁMp ;;;83-;;i#;;kináz mind a K+, mind a Na+ csatorna foszforilálására és gátlásá-ra képes az idegsejtekben (Levitan, 1985; Nishi;;k", 1986). Tlimfocitákban e szabályozási mechanizmus iétezése mJg vitatott. AmegnÖvekedett cAMP szint a Na+/H+-csere rendszer latla=ar. i;képes (Grinstein és rntsai, 19B7 ) .

Hasonló a helyzet a Na+ -K+ -ATFáz enzim aktivitásának szabá-1yozásával is. Fibrob}asztok 9s9t§n az enzimet mind a fehérjekináz C, mind pedig a .AMP füsső,,fehérje kináz akt,iváIni ka;.;, "Á
fehérje kináz C által bekövetÉáző aktiváció a fibroblaszt .i.ti.ra]lódás első szakasaára jellemző;-; ;AÚp iüááe*"r.tiráJio elnyújtot-tabban jelentkezik (Roiengurt,' 19B5). sa]át kísér]eleink szerintT 1imfocitákban a felrérje kináz C-t aktiváIó forbol észterre]_végzett kezelés nem vezet a Na+-K+-ATPáz aktiváci őjá],,az(Kövecses,M., Csermely,P., Szamel,M. és §o*oÁyi,J., nem közöltadatok).

EgY korai cikkükben Hadden és mtsai (19?2) a limfocita Na+_K--ATPáz inzulinnal való aktiválhatóságáróI sáámoltak be. Bár azészlelt aktivitásnövekedés viszonylag csekély volt, de ez betud-ható lehet a nyugvó limfociták feiszinén 
';;ő 

i"""ii" receptorokviszonylag csekély számának ís. Tgy e kísérleti adatok felvetik alimf ocita Na+ -K+ *ATPáz tir<rzin finázolron keresztüI megvalósulószabályozásának kérdését .

A Na+/H+-csere rendszernek a fehérje kináz C által való fosz-foriláeiójáró1 és aktiválódásárót (Isákov és mtsai, r986) már a2-1 -2. fejezetben történt említés.
A küIönböző ionok közül a Ca2+ metabo]..izmusának tárták fel a1egtöbb összefüggését a fehérje kinázor. *űr.áaá;a;;i. A Ca2+ kon_centráció változásai értelemszerüen befolyás"riár. a CaZ+- ésfoszf o1Ípid füeeő f ehérje.kináz, valamint a ia2* i<almoá"ri., rtieáőfehérje kinázok műkoaéset. A cAMP-t ter*eiő aáenirát ciklázCaZ+ ionok ar!l1 megvalósuló regulációja már .rÍ."lr"ndásosabb:agyban az adenilát cikláz c.2] füeeő at<iivatodásái irták Ie, másszÖvetekben, sejtekben azonban á-Caa+ éppen elleniétes yr"ta=il

eátlást okozott (Anderson és mtsai, 1985).-
A cAMP füee8_fehérje kínáz és a CaZ+ füeeő jelátviteli rend-5zer kÖ].csÖnhatásainak eddiei legteljesebb-ás "i"J=""*Iéletesebb

kéPét Rasmussen ( 1981 ) állíiotta fel] ou=."tog,i"íá- e]méletében"arnPlÍtúdÓ-" és "érzékenység-szabályozott" red.nszereket különböz_tet meg a§zelilt, hogy az adott rendszer aktiválódását (illetvegátlását) a CaL+ ionok koncentrációjában bekövetk*=*ii ;;r;;""űmennYiségi változásbó1 va$y az adott rendszernek a CaZ+-ra muta-tott affinitásnövekedéséből lehet levezetni. T limfociták eseténe két jelátvite}i rendszer }.,ölcsönhatása nem olyarí egyértelmüen
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szinergis'ztikus, mint ahogy az1- a Rasmussen által f elhozott pé1_dák döntő többségében bizonyítani t"rr*tett. t }imfociták esetén amegnövekedett .AMP szint egyrészt a CaZ+ beáramlás gát}ása, más-részt a Caz+ kiáramlás'aktiválá=. 
"O.rJn egyaránt csökkenti a ren*delkezésre álló CaZ+ mennyíséeéi rnárpl, 19B3).

A fehérje kináz C érdekes, kett8s hatást fejt ki az intracel_luláris Ca2+ koncentrációra. F""ÚoI észter*i",- birorryo= újabberedJmények _saerint1 á Cai "*"iá"J"* képesek'(Kiip és mtsai,19B4; Ware és mtsai, 19B5; Erne á=-*i""l, rgsz).-E hatást ideg-sejteken ís megfigyelték, _ ahol a jerenseeet a cáz* csatornák eByolyan osztályának aktíváíásával *"áy""a="ar., amely nyugvó sejtekesetén teljesen .zárt állapotb"" .r"i" ii".,rit.rr, 19B5) Ez a magya-rázaL arra is fényt derítlne_, hogy *ie"t vaíit "-iá"Uor észterekokozta Car növekedés észrevehetetiánné -a 
kornplexképzá"=";ái=á;;;:ka1 rendelkez8 Ca2+ indikátor iq"i"il-ra. 4.4.I. fejezeL).nagyobbsejten belüli koncentrációi *u*ié.r.

A fehérje kináz c aktiválódá9a igen sok sejttípusban megakadá-LYozza a Cai különöböz8 agonisták áI{"r kiváltott növekedését. Ehatását 
_ egyrés"! . ,"".piorftieá6 -Ó;;; csatorna feltételezettfoszforilálásával (gátlásáv"rII- .-".""ptorh,cz kapcsoIt GTP-kötőfehérje inaktivá]"ásáva1, másrészt a p}azmamembrán CaZ+-ATpázaktivitásának fokozásával 9"í *r-iNi=r,izuka, 19B6). A GTP-kötőfehérje inaki,iváiása a foszfai,irjii-i"""it"i ú"riá;;i' ra'ari3" f;;;:fodiészterázt _ szétkapcs<rl ja az aktiváit receptortól ( ld. 2 . L .2.fejezet), A fehérj" kirrá"-C álta1 t<c;zvetíteti szabályozás egy ú-jabban leírt, érdékes esete szerint " r.rre";e kináz C aktiváI iaaZ inozitol-triszf oszf át l IPs l i""r.tiválásában részti*.ra^E:;:: j:fatáz enzimet. Igy az IPs ;o.r"i-x".re"ue lesz }<épes az endo_p}azmatikus retikulumban tároÍt Ca+- ieiszabadítására ( ld- 2.7.2.fejezet; Putney, 1987).

öss_zeÉ_o€le!és

Az eddigiekb8l láthatÓ, hogy a T limfociták aktiváeiójánakkezdeti szakasza számcrs eiemi ié.peu"" bontható. E lépések l &zaktivációs mechaniZmuS különbözs' áir."toe}emei bonyolult kölcsön-hatásban állnak egymással. E szerteágazó ,*r,d=r".;ái- "j;i"';i;;;
ismereteink a}aplál :téeeé *"="it ==""ü-i.ep.t alkothatunk. A to-vábbi kutatások feladatá-az eddigiek"Jr' 

"áyertelmübben tisztázni,hogy az aktiváció egyes 1épései T.,iiy;; sorrendbe állíthatók (i}_Ietve: felállítható]e 
"ey3rt"i.rá-;á;;end egyáltalán). E munkasorán feltehetően számol' iápá="Br-f;;' bebizonyosodni, hogy alimfociták aktivációjának nem oka, 

"=.ü ki;;;őj;íJ"Jie". ugyanak-kor minden bizonnyal sor fo6 kerüí"i-j3néhányl IDá még nem ismertf<rlYamat beitlesztésére is az aktiváció lépései közé. E kérdésekme§válaszolásához rr_agl segítség"t 
"y,ijii,,.t a kü}önb""g j"ii;;;i::Ii mechanizmusok hglqgsqbe!ágci""í. '..i=sgálata. A jetátvitetirendszerek kÖzÜl "z-uioUbi-é6fi-intenzí., k,rt.tásai révén a Ca2+_füeeő és a t"herj" ki;;;-c-h;; k;;ő;ő-;";J;;;;;Bi iá,,.,.t . 1eg_rész letesebb ismereteink.
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2, ábra A Caz+-füss8 Jelátvttett rendsaer és a fehér-
Je klnáz C kölcsönhatásal

Az ábrán alkalmazott rövidítések: DAG, diacil-glice-
ro1; TPg, inozitol-triszfoszfá1..; IPe, inozítol-bisz-
foszfát; N, GTp-kötő fehérje; pTpz, foszfatidiI_
inozitol-biszfoszfát,; PKC, fehérje kináz C; P}*C,
foszfatidilinozitol specifikus foszfolípáz C (foszfo-
diészteráz); B, T sejt receptor.

A caz+-függő jelátviteli rendszer és a fehérje kináz c rnűtaae-
sének összeiüggései vázlatosan a 2_ ábrán láthatók. összefog-
IaIóan megállapithatjuk, }rogy a megnövekedett sejten belüli Caz+
koncentráció mind az enzim közvet}en aktiválása, mind membránkö-
tödésének el8segítése révén részt vesz a fehérje kináz C aktivá-
ciójának korai szakaszában (1d. 2_t.4. fejezet). A fehérje kináz
C iartós aktiváIódása azonban a legtöbb esetben a sejten belüli
caz+ koncentráció csökkenéséhez vezet- A Ca2+ koncentráció csök-
kenésének számos mechanizmusát sikerült feltárni, azonban a fo-
lyamat teljes tisztáaása a jövő feladata. A fehérje kináz C

aktivá}t áIlapotát i|yen körülmények között még egy ideig a
diaeil-elicerolok mennyiségének ntegemeléséveI tudja biztosítani
(1d. z.t.a. illetve 2.2. fejezet). !ar!ós aktiválásához azonban
más mechanizmusok is szükségesek lehetnek.
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CÉIKITÜZÉSEK

A T Iimfociták aktivációjának kezdeti szakaszában jónéhány
másodlagos hírviv8 rendszer aktiválódik ( íey példáut , Cai* -füeeőrendszerek, fehérje kináz C útvonal, cAMP /:GMP rendszer,
arachidonsav kaszkád, lipicl* és ionösszetételbeIi változások,
stb; 1d. 2.1. f ejezet. E r:enclszerek bonyolult kölcsönhatásokban
áIlnak egymássar (1d- 2.2. fejezet).

A másodlagos hírvivő rendszerek közöttj. kölcsönhatások közül
talán a sejten belüIi Ca2+ koncentráció váLtozásainak és a fe}rér-je kínáz C útvonal összefüggéseinek szentelték a 1egtötrb figye1-
met az elmúlt években. A kí.sérleti adatok halmozódásával az a
kezdeti elképzelés, amely szerint a sejten belüli Ca2+ szint
növekedése és a fehérje kináz C köré szerveződő hirvivő rendszer
egymással egyértelmüen szinergista viszonyban állnak, mára meg-
dőltnek tekinthető.

Jelenlegí képünk szerint a fehérje kináz C szelektív aktiváto-
rai (diacil-eticerolok, forbol észterek) jelenlétében a sejten
belü1 uralkodó nyuga}mi Ca2+ koncentráció e}egendő a fehérje
kináz C teljes aktiváIódásáiroz, sőt az enzím (tartós) aktiválódá-
sa sok esetben a CaZ+ §zignál megszűnéséhez, néha a sejtprolife-
ráció leállásához vezet. Ez az ellentmondásos kép számtalan kuta-
tócsoportot a lehetséges magyarázatok keresésére serkentett. Az
eddig feltárt magyarázatok sokasága a Ca2+ jel keletkezésének
szinte minden szakaszát felöleli (ld. 2.2. fejezet) tovább bonyo-
lítva e jelenségek összefüggéseiröl allcotott képünket.

A 1egutóbbi években nóhány olyan adat, feltételezés látott
napviláeot, amely arra utal, hogy a nehézfémionok (küIönöserr a
cink) minci a Ca2+ j<onceni,ráció váit,ozásaii, mind a fehérje kináa
C enzim rnűkodéuét befolyásollratják.

(1) Egyre több fehérje Ca2+-kötő helyér8l bizonyosodik be, hogy
nehózfémionok sokkal nagyobb affinitással képesek lr.ozzá kötődni,
mint a CaZ+ maga. Tgy a nelrézfémionok a CaZ+ kiszorítására,
helyettesítésére képesek ezen fehérjék esetén. Nelrézfémek kötŐ-
dése esetén a fehérje konformációja azonban megváltozhat, a rre-
hézfémionok nagyobb affinitása miatt az addiei reverzibilis

kötödés + fém-fehérje komp}ex bom}ás

közötti egyensúly *"8t*ljesen a kötött áLlapot felé tolódhat el.
E változások a fehérje funltciójának módosulásához vezethetnek
( Id. 2.2. f e jezet) .

(2) A fehérje kináz C enzim els3dleges szerkezetének felderí-
tése során Parker és mtsai (1986) egy (két?) rrehézfém (cink)
kotőhely jelenlétét feltételezték az enzim szabályozó alegységé-
ben. Tgy elképzelhetŐ, }rogy nehézfénr (cink) ionok e jeláivitáli. /í. -.rendszer müködésének befolyásolására is képesek.

/
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Ezen kísérleti tényekb8l és feltételezésekbŐl kiindulva azértekezésben bemutatott kísérletekkel arra a kérdésre szerettemvolna választ kapni, hogy Játszanak-e valamilyen §zerepet a ne-hézfém (cink) ionok a CaZ+- és fehérje klnáz C-füee8 Jetátviteli
rends zer kölcsönhatásaiban .

A kémiával kapcsolatos természettudományok szinte egyik alap-törvénye lehetne, hogy köIcsönlratás csaknem minden, tetszőIege=ánkiválasztott je}enségcsoport, ..anyagpár..között 1étrehozható, ki-mutathatÓ, csak a keIIŐ (keIlően =iersőséges) körülményekei keIl
megteremteni hozzá. Hogy kísérleti munkám ne e8y er8szakolt el-kéPzelés még erőszakoltabb bizonyítása legyen, -vizsgáIataim els6részében egy Iátszólag független kérdésre kerestem a választ.
Amen*riben ugyanis a két vizsgáIt (Caz+- és fehérje kináz Cfüeeő) jelátviteli rendszer bármelyike a nehézfémionok általképes a rnásik rendszer *ÍÍXoaeuOnek Üefolyáso}ására, e jelenség.r,szükségszerű velejárója keI1, hogy 1egyen a ne}rézfémionoii kon-centrációjának, eloszlásának megváltozása ezen jetátviteli rend-szer aktíválása esetén.

Amennyiben a CaZ+*füse8 rendszer aktivá]ása során az intra-ceIIuláris Ca2+ szintet túlzottan emeIjük, az eIŐz3ekben vázo}tfehérje-Ca2+ fehérje-nehézfém csere fordítottja következhet be,és Í§y _a nelrézfémek eloszlásában fiziológiásnak igen kevéssénevezhető váItozásokat kaphatunk. hz intracelluláris CaZ+ szint-nek szelektív, kismértékü változtatása alig megoldható feladatakkor, ha közben aat szeretnénk, hogy a kísérlethez 1zükségessegédanyagok, pl. Caz+-kelátorok.önuagghba4 ne veze5senek " ,r"-
hézfémionok sejten belüli átrend""8áe§et;;. E" magyarázza, hogy a
nehézfémionok megoszJ.ásának megváltozását csalr a fehérJe kináz crendszer akttválása esetén vizsgáItanr.

Mivel a fehérje kínáz C forbol észterrel történt szelektívaktiváIása a nehézfémionok számottev8 átrendezádéséh"z vezetett
_(1d, 5.1. fejezet), második lépésként annak a kérdésnek a vizsgá-latával foglalkoztam, hogy Játsaanak-e a fehérJe klnáa c rendsaerakttválÓdásával noblllzált nehézfénlonok valanílyen szerepet a
Ca3+-fügB6 Jelátviteli rendszer gátlásában.

E vizsgálatokhoz két kérdést kellett e}őzetesen tisztázni:
( 1 ) meg kellett vizsgá}nunk, hogy uilyen ba!ásqa! yagnak ap9|:ez_t9ts!"99k a sejten belüIi Ca?t galgi Ü§e!áIá{siá§ará--rááiq=

Eább básanál! fluoreszcens tecln!\ákra. (Ha a nehézfémionok É;;rcentrációja megváItozik, a fent vázolt nehézfém/Ca kicseréIŐaeskövetkeztében a CaZ+ koncentrációját meghaLároző eljárások pon-
tosságát komoly veszély fenyegeti. )

!2) Egy olyan kí§érle!! rendszert keJ-L_§!t ki_dolgpgnunk- ahol aíehégie klrráa _ C enz im akllvál ása a géi!él--bérEli -ee r -eai*
eTef}e_dés eé!!é§ébpa vezet - I}yen f ehéiJé-kiÁa;-e7CaTi anTág":nizmusra az irodalomban saámtalan példa ismeretes. E kísérlJti
rendszerekben azonban a sejten beltili Ca2+ koncentráció eme}kedé-sét antigének, mítogének, illetve más fiziológiás sejtaktiváló
anYagok h.ozzáadásával váLtják ki. ILyen körüIméIryek között a
caZ+-ftiesá rendszer aktiválódásában számtalan mechanizmus vehet
részt, amelyek gáttása ugyancsak számtaIan okra vezetlretá vissza.
Ezen gátlási mechanizmusok nagyrésze a nehézfém_ek jelenlétét,3r
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függetlenü1 is bekövetkezh_et. ]gy vizsgálataimhoz egy o}yan kí-sérletí rendszert keIlett t *r"u.r.]Á, Jtor a Caa+-függő jelátvitelirendsaert dírekt módon,_ bonyoluít_mechani"*rr=ok-'kö"b*iktatásanéIkÜl lelret aktiválni. E .*..á=;";b"; a_nehézfémionok 
"=*tl"g*=hatása a "zavaró" mechani",,,*=ox-i"--esiőí=;;;;;Ti!'"rrr*, sokkalinkább kirnutathatóvá válhat. A u*jt",.-uelüli ö;r;-=ri.rt*t (Cai _t.)közvetlenül és szelekiiven ca-ionorárok alkalmazásáva1 1eheLenrelni. Meg kellett vizsgáln"* t*rrái, no*" " iár.érie kiqáa qe.ziE forbol észterret toiié"á utii"ái9.|"[L;9=# Ca-ionofórqk

3ii3: 
1é!rgb9zo!t, sejten báiűi öárr;;iil n&áÉ§oei ylsszafogá-

A kísérleti. rendszer (forbol észter/Ca-ionofór antagonizmus aCai váItozá=í!*l) kidorgozása után-a-ner.órférnionoka se jten belüli, 
""r,,áii."1,,"1.1* 

-=n""irikus- 
t ompt."íáii3"uirifrilialkalmazásával, azal a nel-rézfé,ni;;;k-Jzelektí., ái.ro.rasával vizs_gáltam meg, KÍsérlet"r*"i végeztem a-. forbol észLer/Ca-ionofór

::H-?::zmus más magyarázatai"Jx-ni"á"i8= ítésére, - -iil*t..* 
kizárá_

i:-áá 33fá*,;: íi 
-:]í}3}" 

:,j "}Í;*;"}ii,f;"f,í;;* ": ";5*u 
" 
iu*|;i];szerePére iránYultak - Az isneiiet"ii-ri"=gar.i;k ü";;;;Zg='?ji|"a|ben e kérdés fordítottjá;": a nehéafémro.rőr.-.-c.zilrr"k a fehér3e

}ái*r"l-"" gyakorolt-traiasaÜan-]á;;i"tt u"*""pe""' kerestem a

A CaZ+ a fehérje kináz C enzimet
aktiváI ja
reverzibilisen kötí a membránokhoz és ezálta1"érzékenyíti' .rr", - hogy a pl. forbolészterrel kiváltottstabi1 membránkot8dós megvalósulhasson.

Bemutatott kísérleteim befe jezí részében a nelrézfémionok (legin_
fí:i. 

cink) e folyamatokban játszott-=rá""pet kívántam megvi}ágí-

/
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4. uónszntnn

Meejegyzés i az áttekinthet8ség kedvéért a módsze*rek címü részben sorolok fel néhán/ olyan mód-szertani újítást (a quín2-vel történá intraeellu*láris Ca2+ koncentrációmérés finomítása, 4. 4.I. ;a fehérje kináz szolubí}izálása CHAPS áetergens:sel, 4-6.1-; és a 3H-forbol-dibr-rtirát kotőaes-eneit
1ér§s9, 4-7 -), amelyek az eredmények cím{í. részbenis helyet kaplrattak volna.

4.1. §eJtek lzolálása és seJtkultúra elegyek
A nyÚl (2 kg, hím) és egér (CIFP, 6-8 hetes, hím) timocitákatKleiman és mu_nkatársai ( 19Ó4 ) móds"á"* alapján izoláltuk. Rövi-den: az áIlatok tímusaábóI Eagle MEM, iIretvó RPMI ioao médiumban11za ÜvegPotter segítségév_e}, a dugaityi, 2-4-szeri fe]-1e húzoga_tásával sejtszuszpenziót készítetitirrt .fala i<ozáiii távolság 1.5 nrm volt. ) A 

(t.tE:;:l:?ru.r3"-:i;i:i
steril gézen való átszűréssel távo}itóttuk el. --+oo -J-";-;;;;;há-"
mérsékleten, 10 percen át történ8 centrifugálás után a sejteketkétszer mostuk Eagle MEM, illetve RPMI 1640 médiummal. A mosásokután ? sejtsÜrÜséget általában 5 x 106 sejt/ml értékre állítottukbe, __Humán Perifériás 1imfocitákat Ficoll-gradierr="., való centri-fugálással kÜlÖnítettÜk e1. Izolálásuk továbui Iépései a timoci-tákéival megegyeztek.

Az izolálás után a sejtek vitalitását tripán kék kizárásonalaPuló vizsgálattal ellenőriztük. A s.ejtszr_rszi*.r"i.J nindig gs a_nál több (általában 98 %-ná1 több) élő iejtet lartalmazott.
Hosszabb (1. Órát meghaladó) inkubálások esetén a sejtkultúramédíumot 10 mM HePes-se1 (pH 7.4), essaenciális aminoiavakka1,Penicillinnel és streptomicinnel (10CI-100 lJ/nL) eeesrítettük ki.
Fluoreszcenciás mérések_ esetén a sejtkr-rltirra médium a Tsienáltal ajánlott, egyszerüsített Hank-féie médium voIt (Tsien ésmtsaÍ, l9B2/b) - A médium összetéte].e: 143 mM NaCl, i mM'Naz§o+ , 5mM KCI, 1 mM NaHzPoc, 0.5 mM MgCle, 1 rnM CaClz, 5'mú glükóz és ].0

mM_ HePes (PH 7 -4; módosított Hank-f éle rnédium). Különösen qr_rin2-vel való mérések esetén a nrédiumot a nehézfe*]Á".r..y""e=*t eltá*volítása miatt chelex 10O gyantával kezeltük. E#'iiter CaZ+ ésMgz+ mentes médiumh9z (pFI r.4,) 7 s chelex 100 ey.iiat adtunk. Amédiumot a gyantával egy éjszakán át inkubáltrrÉ- a oC-on. A hasz-nált gyantát szűréssel távolít,ottuk el. A CaC}z, MgClz kon-centrációt, a médium végleges térfogatát és a ,áeTiEá"= nrr]'(7-4) a gyanta eltávolítása után állitottuk be. A '""trJi** 'fco
gYanta aktiválása 0.1 M tICl, bideszt. viz,0.1 t{ Naol], bideszt.ViZ., 1 mM EDTA, bideszt. via és Caz+ és Mg2+ nentes mód,osítottHank-féle médiummal való egymásutáni mosássaí történt.
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4.2. SeJtfrakctók laolálása
A 1imfocitákat 4CICI g-n szobah8rnérsékleten, 10 percen át valócentrif ugálás után 140 mM _KCl;;;'--Ö qq mM MgClz *ot és 2a nrMHePes-t (PH 7,0).tartalm"íp i;"Íáio i,rtt*"u*.-=ruszpendáltuk 5 x108 sejt/ml sejtsűrűség melleti. -=i-rár.érje-ki";;-öl.r.t 

kapcsola_tos mérések esetén az izoláló puff;r-i. mM EGTA-I, 2 mM EDTA-I, 5rnM DTT-I és 20 mM Hepes:{ ípH i.ar*i"it.r*azott. A sejtek feltá-rása nitrogén kavit-ácio.."i, eg/eili=", (Farmingdale NY, USA)gYártmánYú sejtfeltáró eaeÁyuei" to"iá"t a Resch és munkatársaiáltal leírt módszer =r""irri (F";ú;; bs nrtsai, 7g72i Resch ésmtsai, 1981 és Kaever és Tt=?l, rgáa). Diff;;.."iji"*ntrifugálás-sal a 1imfoci!ák né8y szubcelr"rá.iJ'frakciójat különítettük e1:a magfrakciót, a mitokondriáli"-f""rn"iOt, "" *ii;;szómákat és acitoszolt. 4-qr\9!UU, d tnJ_KrC

A különböz8 sejtfra}<ciók 1ipidösszetételét és számos markeren_zim aktivitásának **gor"lását ri;;;;i.r. . rrtiranuoz! sejtfrakcióktisztasáeáró1 a tovéttezí--l:g.íiáiiia="r. i;h;;ők (Ferber ésmtsai , L972; Resch és mtsai, rS§r; -rtá"..*, E" mtsai, 1984):
(1) a magfrakció csak igen csekély mennyiséeű mitokondriumot,

'izclszómát 
és mikroszá*;{ .t""t;i;áu; e szennyezések a csakrészben feltárt sejtekúől- szárm;;;;k; -'

(2) a mitokondriáIis frakció mitokondriumokból, ]-izoszórnákbó1és igen kis mennyiségű aáár*eált mikroszómából á11;
( 3 ) a mikroszómális frakció túInyomó többsége plazmamembrán e-redetŰ, kisebb "e*""-"r*liaopr";;;;' i*iitn,rr.,mbót izármazik;
(4) a citoszo1 mentes minden más sz*nnyezá frakciótól.

Az egyes frakciók fehérje}o}99lt"ációját általában két módszer-rel, a Lowry és munkatarsai {195ir-;i;;i kifejlesztetteI; illetveBradford (1976) móds"""ar"r határázi,rt**"e. A Lowry módszer álta1kapott értékeket =""rtúiarir ,;düi;;*rnr9 és He-pes-re, a Bradfordmódszer értékeit pedig az-esetléb.i""-jli-"íerB-álrlic.rr= mennyi-
:;*:§""E:;";Sílit};.-rsy a két fre,J" áit"r *"ár..iJrozott értéi<ek

4,3 T l1mfociták és seJtfrakcióik elemÍ összetételénekneghatározása

4. 3. 1. Bönt8enfluoreszcencia vlzsgálatok
A röntgenfluoreszcenciá: .rizsgálatok elve azon alapszik, hogy

335íu§"":f "j i-*,'i :3:í|3;}g " 
*í-:í:ii":l r. l*#,i;i;s'' :*:::;:keletkezik a K, it]ótve L héjró1 r.iiár.Ltt (gerjesztett) elektronüres helyének újra való b"rái;áJe=ár"i. d;;;ib"r-.= L héjróIkerÜl vissza egy elektron,.a K _ rré;"ál a kibocsátott karakte-risztikus röntgensugárzáii- r" -rr"r. .Jreiztik, amennyiben a K hé jravaló átugrás az U rrejrOr következir. Ú"l a röntgensugárzás je}eKp. vv'
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A röntgenfluoreszcenciás vizsgálatoklroz a ]_09 nyú} tímocitából
származó magfrakciót 5, a többí szr_rbcelluláris f rakciót pedig 1-].
ml izoláIÓ pufferben szuszpenciáItuk. Az egyes sejtfrakciókat
1iof ilizáltuk és szátaz tömegi"ik meghatározása után 0.1 mm vastaHpoIipropilén fóIiára helyeztük Őket. e "háttér" megfeleIŐ korrek]ciójára az izoláló puffer azono§ mennyiségeinek liofilizálásával
készült "vak" minták szolgáItak.

A }í-fotonokat egy 20CI MBq radioaktivitású 1 2 5 ] izotóp
szolgáItatta, a röntgenf otono}t érzékelésére eey Si ( Li ) f éIwe zeL'á
detektort használtunk. Az ada,Lokat egy NTA (EMG, Budapest gyárt-
mányú) La24 csatornás analizátorrar syűjtöttük. A spektrumok
felvételének átlagos ideje 24 óra volt. Az egyes csúcsokat a
vizsgálni kívánt fémet tarL,almazó etalon segítségével azonositot-
tuk.

Vizsgálataim kezdetén kísérletet tettem a timocitákban ta}á]_ha-
tó nehézfémek elektr:on-mikropróbás (EDAX) analízisére. Az EDAX
mérések esetén az elektronmikroszltópban lévö minta atomjaiban a
K, illetve L héjról nem a }/-fotonok, hanem az intenzív elektlon-
nyaláb 1öki ki az elektronokat. A karakterisztikus röntgensugár-
zás keletkezése a továbbiakban a röntgenfluoreszcenciás mérések-
nél mondottaknak megfele}8en megy végbé. Egy EDAX spektrumo+, a 3.
ábrán mutatolr be.

K-Ko

24
röntgen foLon

6B
energia (kev)

ábra Esér tlmoclták eleml összetéte].ének EDAX analízlse
hz analízist egy JEOL 1008 transzmissziós elektronrnik-
roszkóp segítségével végeztük, amelyhez egy EDAX 183E
félvezetö Si(Li) detektor és egy KFKI ICA 7a 4048 csa*
tornás anali.zátor lrapcsolódott (Siklós, 1983 ) .

Látható, hogy a mérés során Na, Mg, P, S, Cl, K és Ca jelenlé-
tét lehetett kimutatni. A Cr.r Ka és Kp vonala a }áttértŰl (a grid-
tőr) származik. Sajnos a ltar:alrterisztikus röntgensugárzási ipek-
trumokat csak 100 másodpercig tudtuk gyűjteni. További elek+.ron-
bombázás hatás{;ra a minta "elégett", Tlyerr kevés idő nem vclt
azonban elegend8 a nehézf érne}t kimutatására, így az EDAX vizsgáia-
to}rat a továbbiakban nem f ol.ytattam. ',

/
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A plazma emisszíós mérésekhez a nyúl timocitákat, illetve az 5
x 109 sejtböl izolált EzubceLluláris frakciókat az izo}áló puffer
megfelelŐ mennyiségeiben szuszpendáltuk. A timociták sejtsűrűsége
5 x 108 sejt/ml volt, a magfrakcíót 5 ml, a mitokondriális és
mikroszómális frakciót 1-1 ml izoláló pufferben §zu5zpendáltuk. A
mintákat Iiofilízáltuk, majd 2-2 ml cc IlNOg }rozzáadása után kvarc
csövekben 120 oC-on ? órán keresztü1 roncsoltuk. A minták térfo-
gatát desztitlált vizzel 5 ml-re egészítettük ki, rnajd az eleni
összetételüket egy 1CAP*9000 TCP spektrofotométer (Fisher
§cientific Ccr., üSA) segitségével határoztuk me6.

4. 3. 2. Plazma emissziós spektrofotometria

Plazma emi_ssziós spektrofotometriás vízsgálatok esetén a
vizsgált minta porlasztás után egy plazmafáklyába kerüL. A ger-
jesztésnek e módja minimalizálja a mátrixhatást és 1ehetőséget
teremt arra, .hogy a Rowland-körön elhelyezett több tucatnyi
f<rtoelektron-scrkszorozó segítségével több tucatnyi elem mennyisé-
gét lehessen egyszerre, egy mintából meglratározni.

Az adatokat a megfe}eléí "vak" minták értékeire korrigáltuk. A
"vak" minták az í.zoIáló puffer azonos mennyiségeinek IiofiIizáIá-
sával és roncsolásával készilltek. A cítoszolhoz készüli "vak"
minta esetén az izoláló pr-rffert végigvittük az izolálás összes
lépésént &z esetleges szennyeződések korrekciója r,égett. A "vak"
mintákból származó korreltció so]ra nem lépte túI aa adot+, elem
összes mennyiségének 10 o/"-á1-. E szabály alól három kivétel adó*
dott. Vas esetén a korrekció kb. 50 % volt a HNOg viszonylag
magas vastartalma miatt. Ca és Mg esetén a korrekció rendre 10-20
%-nak, illetve 40-B0 %-nak adódott az izoláló puffer Ca2 +

szennyezései, illetve Mgz+ tartalma miatt.

4.4. A káIclum ionok koncentrációJának és transaportJának mérése

4-4.1. Aa intracelluláris CaZ+ koncentráció ne8határozása

Az elmúlt tíz-tizenőt évben a káIcium ionok sejten be}üli
koncentrácíójának meghatározására jónéhány, igen érzékeny mód-
szert fejlesztettek ki. A legismer:tebbek közülük a Iipidoldékony
fluoreszcens próbákat, pI. klórtetraciklint alka]mazók (Caswel1,
1971), a metallokróm indikátorokon, pl. Arsenazo-IIr-on alapulók
(DiPolo és mtsai, 1975), a (a2+ hatására lumíneszká}ó fehérjéket-,
pI. aequorint alkalmazó eIjárások (Ashley és Campbe}I, 1979;
B}inks és mtsai, 1980; Cobbold és Rink, 1987). Azonban egyik
felsoro}t módsaer sem igazán alkalnras kisméretíí sejtek, pl. tim-
fociták sejten belüli Ca?+ koncentrációjának meghatározására" A
klórtetraeiklin a Ca2+-nak a membránhoz kötött részét mutat.lia ki,
a módszer jobbára csak kvalitativ értékelésre alkalmas, áz
észlelt váltoaások a citoszolikus szabad Ca2+ szint változásaival
komplementer viszonyban árllnak. A f elsorolt rnásik három módszer
esetén a sejtmembránt legalábtr átmenetileg meg keIl nyitni, hogy
a membránon egyébként át nem haladó moleku]a (Arsenazo-III,
aequorin), illetve eszköz (mjkroelektród) a sejt belse,jével
érintkezésbe kerülhessen. Mive1 a sejten kj.vüli tér és a sejt
belseje között a CaZ+ koncentrációgradiense kb. négy nagyság-
rendnyi, a legkisebb membránsérülés nagy váltpzásokat okozhat a
sejt CaZ + homeosztáaisában.
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A f luoreszcens kelátoroknak ( quin2, f ura-2 ) és acetoxime',,il
észterüknek kifejlesatése Roger Y. Tsien és munkatársai nevéhez
tűz8aix (Tsien, ig8o; Tsien, 198t; Tsien és mtsai, 1 9B2/a--b;
Grynkiewicz és mtsai, 19B5). E kelátorok Caz+-.komplexének kvarr-
tumhatásfoka és így fluoreszcenciája a szabad, CaZ+-mentes forna
fluoreszcenciájának sokszorosa. Fura-2 esetén a Ca2+ -komp}exger-jesztési maximuma is eitoióciik a szabad f,:rmáéhoz képesi. E
kelátorok tu}ajdonképpen az EGTA szárnlazékainak tekinthetők, íeypolikarbonsavak. (A quinZ négy, a fura-2 öt karboxilcsoportot
tartalmaz, ld. 4 - ábra. ) A}rhoz, lrogy a po}áros vegyületek a
sejtmembránorr keresztüIjussanak, apoláros szárnrazékaikat, tetra-,
ílletve penta*acetoximetil észterüket kellett et8atlitani (ld. 4.
ábra). A,z észteresített, formát a sejtbejuttatás után aspecifikus
észterázok elbontják, a Ca2+-érzékeny polikarbonsav vi sszaképz'rj-
dik és poláros molekulaként a sejt belsájéb81 kijutni nem tudván,
a sejten be}ü1 feldúsul. ]ey a szellemes módszer nemcsak egy
poláros molekula sejtbejuttatására alkalmas, hanem az acetoxi-
meti1 észter segít5égéve1 az irrdikátornak a sejten be}üli kb.
100-szoros f eldúsulása is elérlrető.

fluoreszcencia emissziós spektrumok
(excitáciÓ: 339 rrm)

Affi
ll llL

400 500 600
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spektrumok
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ábra A seJten belü11 Ca2+ koncentráció quln2, illetve
fura-2 indikátorok segí.tségével történ8 meghatározásá-
nak elve

Fura-2 indikátorra} töltött egér timociták fluoreszcenciáját
mutatja az 5. ábra. Az ábrából }átható, hogy a sejtek fluoresz*
cenciájának intenzitása nem egységes. Ez az egye5 sejteken be]_ü1
uralkodó Ca2 + koncentráció küIönbözőségére utalhat . Az elos zlás
pontosabb jellemzésére a fejezet további részében ismertetend3
áramlási citometrikus vizsgálatok során kerül soÍ.

31



ábra Fura-2-vel töltött egér timoclták
Az indikátorral való feltöltést a fejezetben leírtak
alapján végeztük. Az ábrán látható felvételt egy Leitz
Panfotlr fluoreszcens nrikroszkóppal készítettük Uti1 ger-
jesztési és VG9 emissziós =rÜr8k mellett.

A se,itek f ef!§l!ése a {]§-?J -érzéleny f luorsszcens inlikátorra1
Ahhoz tehát, hogy e fluoreszcens indikátorok bármelyikét a

sejtbe juttassuk, a sejtet acetoximetil észterükkel (euin2/AM,
i}}etve fura-z/AM) inkubálnunk kell. Az acetoximetí1 észtereket
üuelils4qlf oxidos (DMSO ) törzsqldalbó! szokás adagolni ( a
törzsoldat koncentrációja quin2/AM esetén l0-50 mM, fura-2/AM
esetén 1-5 mM között mozog). Mive1 az észterek végs6 koncentrá-
ciója soha nem haladja meg a 100 (fura*Z esetén a 10) ;rM*t, a
DMSO végkoncentrációja 0.1-1 térf. % közötti értékeket vesz tel-.
A DMSO ilyen koncentrációk esetén alig, va§y egyáltalán nem
toxikus, sőt 10-100-szor ekkora koncentrációkban (10-20 Lérf. %-
ban). a Iimfociták fagyasztva tárolásánál gyakran alkalmazott
véd8anyag (Gray és GoluÉ, 1984). Mindazonálial 7-Z térf. %-nyi-
DMSO saámos leukémiás sejttípus, igy HL-60 sejtek (Col1ins és
mtsai, 1979 ) , valamint Friend sejtek (Mitsuse és 0ishi, 19B5 )differenciáIódásához vezet. Ezek a megfigyelése}r is lrangsúlyozzák
a csak dimetil-szulfoxiddal keze]_t kon+,roll minták szükségességét,
akkor, }ra a tervezett mérések s,crán a sejten belüli Caz+ koncent,-
ráció meghatározásán kívü1 más adatokra is kiváncsiak vagyurrk.

Aa indlhátor aceloxitseliI éealerq yÉghoncenlráq.!ójának meg,rá-
} a s z r a ga;ar-T;- ór"[;;il-T" t r 

.--ár jarni . - Á--6 l--áb iá--r.ür 3;Üil3
quin2/AM koncentrációnál elvégzett mérések eredményeit mutat,ja.
A,z ábra A részőbíL leolvasható, hogy a sejten betüli quin2 kon-
centráció csak a 10 .és 40 pM közötti quin2/AM koncentrációtarto-
mányban lineáris függvénye az alkalmazott quin2 acetoximetil
észter koncentrációnak. A görbe 40 pt}í quinZ,/AM koncentráció fe-
lett fokozatosan letörik. B jelenség oka abbarr kereshetŐ, hogy a
quin2 acetoximeti1 észter hidrolizise során észterkötésenként két
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ábra A seJten belüll quln2 (A) és Ca2+ (B) koncentráotó
fü8gése aa inkubálás során alka].mazott quin?/lü
koncentráctóJátó1

A nyúl timocitákat quin2,/AM-re1 inkubálva az acetoxir,ie-
tiI észter végkoncentrációját a fe}tünteteti értékekre
állítottuk be. A sejten belüli quin2,ZAM koncentrációt
stI-quin2,/AM segítségéveI határoztuk meg. A nyúI timoci-
ták sejten belilli térfogatát 158 f}-nek vettük
(Eurenius és mtsai, l969 ) . Az itrtraceIluláris Ca2 +

koncentrácíót Tsien és mtsai (19BZ/b) alapján számol-
tuk. A rész: sejten belüli quin2 koncentráció (x). Az
adatok három mérés át].agértékei + §D. B rész: a sejten
belüIi caz+ koncentráció az intracelluláris nehézfém
kelátor, TPEN távollétében (x-x), illetve hozzáadása
után (o---o). A TPEN végkoncentrációja 2a pLM volt. Az
adatok három különálló kísérletsorozatbó1 származnak
(Csermely és §omogyi , L9B7 /b) .

100B060lr]200

molekula ecetsav (egy a quinZ-höz kötötten és e€y
valamint egy molekula formaldehí.cl }re].etkezik. A forma
gyobb koncentrációban sejtméreg, de már kis mennyisége
tevöen csökkenti a sejt reclukált glutation tartalmát
mtsai, 197B). Ebb8r következŐ"rr-. sejteket nem 1ehet
korlátIan mennyiségben feItölteni (Tsien és mtsai,
Hesketh és mtsai, 1983; Rink és Pozzan, 19B5 valamínt
mtsai, 19B5).

szabadon),
Idehid na-
; - --:.^^+_f J J4alliuU

(Jones és
quin2-ve1

L9B2/b;
Abboud és

A sejten belü}i quin2 koncentráció túlzottan magas értékeinek
beáIlítása már csak azért sem ajánlatos, mert a quirr2 komplexkép-
,é tulajdonságú. Magas intracelluláris koncentrációja eietén a
sejten beIül a natív ál}apottroz }<épest rendkíyül me.gnövekedett
Ca2 + -pufferoló hatás érvényesül, amely a küiönböző agonisták
áItaI okoaott intracelluláris Ca2 + lzirrt változásokat igen le-

/

A

B
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csÖkkentheti, adott esetben észrevehetetlenné telreti . Ez legin_kább fura-2-vel, illetve aequorinnaI párhuzamo=u, végzett kísér-Ietekb8l derÜlt ki, ahoi . *á=ik két, indikátor olyan CaZ+ tran-zienseket is kimutatott, ame}yek érzékelésorá á-á"l"z nem voltkéPes (Johnson és mtsai, 1985; i'ollock és mtsai, tdso; Goligorskyés mtsai, 1986; 
.Erne 

és mtsai, rgaZ ) .

A 6, ábra B része az int,racelluláris quin2 koncentrációnak aquin2/AM koncentrációjátó1 vlló függését riutatja Ú*. A kapottintracelluláris Ca2+ koncentráció eiiet"t 1 mM-ás intraceIlulárisquin2 kOnCentráció (2O uM-os qr_rin2 acetoximeti1 észter koncentrá_ció) aIatt erőteI3es csökkenést mutatnak. E csökkenés látszóla_gos: az oka a sejteken (nyÚ1 timocitákon) belüli, intracellulárisnehézfémion tartalom. A nelrézfémionok .ff i.rita=á " quin2 indilrá-torhoz a caz+ íonok affinitásánál több nagyságrenddet nagyobb. Aquin2 nehézfémekkeI képzett komplexe ftuoresicenciára képtelen,ÍgY a nehézfémionok bi-g!üé\_a Cá-quin2 komplex f luoreszcenciáját([iesketh és mtsai, 1965=i-S.2.t. fejezetl . E iirror*=rceneia-kioItó hatás k1= quin2 koncentrációÜ esetén (érteJ_emszerüen)jobban_ érvénYesül- A quin2 f lr-roreszcencia ezen eietekben a se jt-Permeábilis, ne}rézfémionokr:a szelektív kompre"iieprá, rpnx (Arslanés mtsai, 19B5) hozzáadásáva1 a "normális" értékre visszaálít_ható, mint ahogy azt az ábra B részén a szaggatott vonallalÖsszekötött mérési pontok. i!_ie""olják. E meréiéi_ni-*"*"is;i;Tkaz Arslan és munkatársai (i9S5) aciatáit.

. §sszeloEJaléen megállagítható, hogl aa ialraee]]uláris quin!
ffif;§§É':tri€§i],áf;Éi#: ffü* fi:*:*tiá:*t*t*x*ínlETífiffiSf:;esetén 1 és 3-4 mM közé tehet8.

Fura-2 indikátor esetén a kiindulási acetoximeti1 észter kon-centráció megválasztása ;ar"i-ki;;ü; problémát okoz. A fura-Zindikátor kvantumhatásfoira a quinZ-ének kb. tízszerese(GrYnkiewicz és mtsai, 1985). Emiaft tízsaer kisebb koncentráci_Ókban is számottev8 il,ro"*"zcenciával rendelkezik. Igy fura_2esetén a quin2-nél említett t<rxikus, i}Ietve g"ii-p"rferoló hatá-sok csak igen kis mértékben jelentkáznek. Az indikátor a nehézfé_mekre kevésbé érzékeny, mirrt a quin2 (Grynkíewicz és nrtsai, 19B5;Cobbold és Rink, 198? valamint az 5.i. fejezet), iáy r.is koncen-trációi esetén sem ke1l számolni a nehézfénrek fluoreszcencia-kioltó hatás
1 e ge s hi J;" ii ÍI33"a, l.' "||í3,T;:ff i;í;. }8 "*:fiÍi#5*i" f *:;: 

" 

jff 
: _eálÓdásárÓ1 számolnak be (Hiehsmith és mtsai, 19B6; Scanlon ésmtsai, 1987; CobboId ós Rilk, 19B7). Mindeziaáie aronban e je}en-ségeknek a kezdeti fura-2 acetoximetí1 észter }roncentrációtólvaló függése nem tisztázott.

Az intrace]-luláris indikátor koncentráció beállítása a kiin_dulási indikátor acetoximeti} észter koncentráció é;-; =*;t=cr,3-Ség függvénye. E paramétereken tú1 aE in}ubélés-it"itol;;;;-iiő-tartatsáLak Eegválasztása is fontos ta;y;;B-iáffiT. '--'
A quin2 acetoxímetÍ1 észter hidro}ízisének időfussését a 7,ábra mutatja be. A felszabadult quiná nrennyiségét a quin2 acet-oximeti1 észterre. 

_ 
jellemző 425 .r*-"= emissziós maximum és aquin2-re jellemaő 492 nm-es emissziós *"*i*"*--ii"";;=zcénciaará_
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7. ábra A qulnZ acetoximeüil ésater hidrolízisének
időfussése különböz8 seJtkon;ántráctók esetén

A quin2 acetoximet, j -]. észterrel történő inkubáIás sorána nYÚl tinocita szusl-perrzióból a feltüntetett időpon-tokban alikvotoltat vettünk. A kezdet j, quiaT/AM koncánt-ráció 20 p,M vo},t. Az egye5 alíkvotok f 1uoreszcenciáját
425 és 492 nm enrissziónáI nrértük. A felszabadult quin2
mennYÍségét e kót fluoreszcencia arányábó1 számoltuk, atiszta quin2 aceioximet,ii észt,er 425i4g2 f iuoreszce]i-ciaarányának 4.0*et, a hidrolizált quinZ-ének pedig0.6-ot tekintve. A sejtsürüség 5 x 106 sejt/ml (r)l il--letve 5 x 107 sejt/m] (x) volt. Az ábra B részén'fel-tüntetett értékek nrérése etőtt a sejteket ]-00 pM digi-toninnal perrneabilizá]tuk. Az adatok három, eredményéi..
ben lras<rnló kisé::1et egyi}.;ének rnérési eredményei (Cser-
mely és Somogyi, 1987/a-b).

nyából ,, Iehet kiszámítani (Tsien és mtsai, 19B2/b). hz ábra ArészébŐl 1eo]vasható, hogy T 1ímfociták esetén 45 percig történő37 oC-os inkubálás elteltével a hidroIízís kb. terJ"u.*É mond]:a-tó. UgYanakkor az alkalmazott quinZ acetoximeti1 észter koncent-ráció (20 lrM) esetén 30 percnéL kevesebb inkubálás 1 nrM-ná}kisebb intracelluláris quin2 koncentrációhoz vezet (vö. a 6. áb-rával), ahcrl a quin2 f luoreszcencia az irlt::acelIuláris nehézf én-ionok álta1 eltorzított. Igy az adott kísérleti körülmények };ö-zött a 45-60 perces inkulráIási id8 bizonyult optimálisnak.
A 7 - ábra A részéb8l az is kitÍ{nik, hogy a qr_rinZ acetoxinretilészterének hidrolízise során a lridrolízis sebességét a sejt-SzuszPer'zíő sűrűsége nem befolyásolja. Amennyib-, á sejteket, aquin2/AM hozzáadása előtt di.gitoninnal lizáttut (Id. a 7. ábra Brészén) a hidrolÍzis sebessége jóval }<isebbnek bizonyult 5 x i06sejt/ml sejtsűrűségnéL, min{ 5 x 10? sejt/rnl-es, uL^= tízsze.elsejtkoncentráció esetén. A sejtszuszpenzió koncentráció;ánakváItozásával termésaetesen az adott sejtmenrryiségre jutó digito-nin koncentrációja is változik. Ez azonban a 1rísérlet eredmér,vét

/
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nem befolyásolja, ugyanis igen lrasonló adatokat kaptunk 10 p!"1,
illetve 1 mM digitonin alkal.mazása esetén is (nem bemutatot,t
adatok).

Mi 1,,,het a magyarázata az észlelt killönbségeknek? Az aspeci*
fikus ,',,szl-erázok digitonin áIt,al okozot,t denáturációja alapJan a
különbs,igek nem magyaráz}ratók, hiszen az észlelt különbségek
hasonló;Lk voltak a digitclnin koncentrá,:iójának nagyságrendi vál-
tozásai esetén is. Ha ép sejtek esetén a quin2 acetoxineti1
észter megoszlása a sejten kívü]i és a sejten belüli tér között
egy gyorsan beálló egyensúly}rént jellenezhet8, akkor a quin2/AM
az ésaterázokhoz közeli, lokálís koncentrációja, nem sokat válto-
zik a digitoninos permeabilizálás során - Ez esetben az észterázok
"felhígulása" a hidroIízis sebességcsökkenéséne}< jó nragyarázatát
adja. Ha viszont az ellenkező eset á11 fenn, ép sejtek esetén nem
a quin2 hidroIízise, hanem felvéteIe a sebességmeghat.ározó foIya-
mat, akkor a_.permeabilizálással ugrásszerüen **gnő az észterázok
által etérhető acetoximetiI ószterek mennyisége és így a hidrolí-
zis sebessógének is növekedni és nem csökkenni kellerre.

A 7. ábrábóI az is kitűnik te}rát, hogy a quirr2 acetoximetil
észterének hidrolízise során egy viszony}ag gyorsan beálló meg-
oszlási egyensúlyt egy sebességmeghatározó észterhidro}ízis kö-
vet. E kísér}et igazolja Ririk és Pozzan (1985) korábbi, szintén
az észterhidrcllízist sebességmeghatározó Iépésnek gondoló felté-
telezését.

Fura-2 indikátor esetén az acetoximeti1 észter hidrolízise a
tízszer kisebb végkoncentráció miatt már 2a percen belü1 teljes-
nek mondható (nem bemutatott adatok).

Az alábbiakban az eddiei tapasztalatok hasznosításával a lini-
fociták fluoreszcens indikátorokkal való fe}töltésének egy szoká-
sos menetét adom meg:

az 5x 10? sejt/mt sejtsűrűségü 1imfocitákat 37 oC-on 20 percen
át inkubáItuk az indikátor acetoximeti1 észterével módosított
Hank-féle médiumban. A quiní]/AM és a fura-2/A|1 végkoncentrációja
rendre 20-30, illetve L*4 p.M vol,b. Quin2 esetén az inkubálást 2a
perc után is folytattuk 5 x 106 sejt/m} sejtsűrűségnél a 60. perc
eléréséig.

Fluoreszeenciam§rée

Az acetoximetil észterret történő in}rubálás után az indikátc,r:
feleslegben maradt acetoximetíl észterét, valamint az extr-acellu-
láris szabad quin2-,L, illetve fura-2- t a sejtek 1ecerrtrifugálá-
sával távolítottuk el (400 8, 10 perc, 5zobahőmérséklet). A
fluoreszcenciamérésig a sejte}<et újra 5zu§zpendálva 25, illetwe
37 oC-on tároltuk. A tárolás során (különösen :37 oC-on) a se.jten
belüli szabad indikátor fluoreszcenciája a mér:és során irreálisari
magas intraceIlu}áris CaZ1, koncentrációértékeket eredményez.
Ezért az elszabadult, extrace}luláris indikátort közvetlenü1 a
mérés etátti újracentrifr-rgálássaI /szusnpendálássaL távolitoltuk
e1. Az extracelluláris quin2, illetve fura-Z k_i1pulat§gfra Hesketh
és munkatársai ( 1983 ) , valamint PoIlock és mun}ratársai ( 19B6 )

módszerét alkalmaztuk. Ép, indikátorral töltött sejtekhez 10-20
pM-os koncentrációban Mtr2 + ionokat adtunk. Az indilrátor f luo*
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reszcenciájának a hozaáaclást követő azqggali zuhanása az ex,tra-
ceIluláris szabad indikátor mennyiségével arányos. E vizsgálat az
extracelluláris indikátor fluoreszcencíájának korrekcióként va1ó
számításbavételére is alltalmas vcrlt. (Ez küLönösen azokban ez
esetekben bizonyul fontosnak, amikor az extracelluláris térre1
összeköttetésben 1évő indikátor mennyisége eentrifugálással el
nenr távolítható; kötött. ) A felszabadult extracelluláris indiká-
tor mennyisége soha nem haladta meg a teljes fluoreszcencia 5 %-
át. Amennyiben azonban ez az érték a 2 %-os lratár fölé emelke-
dett , dz - 

el8z8ekben említett újracentrifugáIási/snuszpendáIási
1épést alkalmaztuk.

A f luoreszcencia mérése}ret Varian §F-330 (USA), illetve J,:,bin
Yvon Spectrofluo JY3 (Franciaország) készüIékekke} végeztük. Az
excitációs,/emissziós hullámiros§z quin2 esetén 339/492 rrm, fura-2
esetén 34O/!La, ílletve 3B0/510 nm voLt . Az alkalmazott. rések 4
nm-esek voltak. A mintákat 1 cm-es, négyzetes, 37 oC-on termosz*
tált kvarc küvettákban vizsgáltuk.

A fluoreszcencia értékeket mínd a mínta lrigulására, mind a
hozzáadott anyagcrk autofluoreszcenciájára, iIletve fényszórásnö-
vel8 hatására korrigáltuk, (Az utóbbi értékeket f}uoreszcens
indikátor nélküIi, csak DMSO-val inkubáIt minta vizsgálatár,al
határoztuk meg. )

A 'vizsgálni kívánt anyagok hozzáadása után minden mintát az
intracelluláris Ca2+ koncentráció kiszámításálroz kalibrálni kell.
A kalibráció során a mintában Iévő quin2, iIretve-fil;:r- f luo-
reszcencíáját legalább lrét ismert Ca2+ lroncentrációnál kel1 mee-
mérni. Célszerüen az egyj.k ó.rték a külső közeg mM-os Ca2+ kon-
centrációjánál mutatott rnaximális, a másik érték a n}1-os Ca2+
koncentráció esetén mutat,ott minimáIis fluore§zct:nciaszint lehet.

Ah}roz, hogy a sejtbe juttatott quinZ, illetve fura-2 az álta-
]_unk beállított (sejten kívülí) Ca2+ koncentrációt mutassa, a
sejte}ret permeabilizálni kel1. A B. ábrán ionomicin,. A23187,
X557-A (Laialocid-A), digitonin és Triton X-10O növekvő koncent-
rációinak a quin2 f}uoreszcenciájára gyakorolt, hatását mutatom
be.

A 8. ábrán }átható adatokból az alábbi következtetéseket T on-
hatjuk le:

( 1 ) az X537-A ionofór nem alka}mas a CaZ + koncentráció márés
scrrán szüksége5 sejt-permeabiIiaálásra, hiszen legkisebb hatékony
koncentrációja (azaz azon koncentrációja, aho1 a sejten be}ü]_i
CaZ+ koncentráció egyenI8vé váli}< a kí.ilsíj, nrl,í-o_s CaZ+ koncentrá-
cióval) esetén autoiluoreszcenciája összemérhetŐ, illetve megha-
Iadja a quin! összes fluoreszcenciáját (8. ábra, illet.re nem
bemutatott adatok);

(2) a?. ionomicin, A231B7, digitonin és Triton X*100 1egkisebb
hatékony koncentrációja rendre 50 nM, ZaO nM, 5 pt"1 és 20ü pl"í
(0.012 súly %) módosított llank-f éle médiumban, 5 x 106 se jtlrnl
sejtsűrűség esetén. Meg kell, hogy j,e1yezzem, e! ez érték nagy-
mértékben füge az alkalmazott sejtsűrűségtŐI és a sejtkr-rit,Ílra
elegy esetlegá§ hiclrotób össztevőit8l. Szérummal, ilLetve marha
szérumalbuninnal kieeószített rnédiumok'esetén a legkisebb haté-

/
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A quin2-vel töltött nyúl timocitákhoz különböző koncent-
rációkban iononricint (x), A231B7-et (c), X537-A-t (r),
digitonint (o) és Triton X-100-at (o) adtunk. A Ca-quin2 komplex száaalékos arányát a 3-5 perc után rnért,
á}landósult fluoreszcencia értékekbő1 Tsien és rnlrrl}ra-
társai (t982/b) rnódszere alapján számoltu}i. A Triton X-
1CI0 átlagmólsirlyát 620 D-nak vettü}t. A quin2 sejten be-
lüli koncentrációja 3 mM volt. Az értékek hárcm mérés
át}agértékei t SD (Csermely és Somogyi, ]_9B7 /b).

kony koncentráció érté}<eí. akár az itt megadotta}r tíz-, =ŐL száz-
szorosát is elérhetik.

Az indikátorok fluoreszcenciája kalibrálásának és a sejten
belüli Ca2+ koncentráció kiszámításának két módszere ismeretes. A
Tsien és munkatársai (1982/b) á]ta1 alka]-mazott módszer szerii-rt a
quin2-t elŐször detergens-permeabiIizálással hozzuk egyensúlyba a
sejten kívüli, 1 mM-os CaZ+ koncentráeióval, majd a nM-os Ca2*
koncentrációt EGTA lrozzáadásáwal és a pH (Tris lúggal történő)
B.O-B.5-re való eltolásáva1 állítjuk be. Hesket}r és munkatársai
( r9B3 ) módszere szerin.t a quin2 maximárlis f luoreszc,.jnciáját Ca*
ionofórok segítségével érjük el, a rendszer autof}uoreszcenciájár
pedig Mn21 iorrok hozzáadásával hatá::ozzuk nreg, alnelyelr az eLŐzi!-
ekben ismertetett mc',don kio].tják a Ca-quin2 komplex f }uoreszcen-
ciáját. A kalibrációs eljár,ás e két módszeréve1 analóg eljár-ás,:k
születtek fura-2 indikátor esetén is (Grynkiewicz és mtsai, 13B5;
Po1lock és mtsai, 19B6).
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9, ábra A euin2-és {ura-2 nérések kaltbrálása(szemléltető ábra)
A hozzáarlctt anyagok szokásos végkoncentrációi: digito_nin, 10 pM (vagy Áesrei, -áöó-"ú;i 

c"-nrPÁ,'-ióö uu (va*yCa-EGTA, 25a rr*l; EcrÁ-i;i.;"'á mM EGTA + 10 mM Tris(vagy MnCIz, 5 ,lt"{). A f luore=""J.r"i" jelek a minta hi-gulására korrigáltak.

A kalibrációs eljárás e kétszolgálja. Az ábrá R reszen af éle kalibráció j. rátrráto. Aértékét ezen *seiben 
"

módjának illusztrá].ását a 9. ábraquinZ fluoreszcenciájának Tsien-sejten belüli Caz* -koncentráció

Cai = 115 (F'-F'min)/(E'max-F') (nM)
egyenlet alapján lehet kiszámoIni (Tsien és mtsai, 1982/a-b). AzegYenletben F'" au aktuálr;;iÍ;;;"=)"""Ira korrigált értéke, F,marés F'min rendre az "ra"r."io fluoreszcencia maximum, illetve mini_mum értékének korrígált formája. ris-á-'c.-quin2 komplex disszoci_ációs áIlandója 

"ű:ü""l Az-"sn"=-fiuoreszcencia értékeket azautofluoreszcenciára t dz extracóiluláris indikátorok *-n.ryiségéreés a nehézfémekre ú*ii liorrigál"i. --úirel 
.a digitonin másodikhozzáadása eseté-n (1á:-ó -"l:l:^4-:á"r:), 

ua észleli f }uoreszcenciaváItozás rnár csak áz auiofluoreszcencíábó] származi}<, Kr az auto_fluoreszcencia-vált_ozás-j3 rr*.=j_,i§É;-;ájs,_ (A m.'idszer i}yerr módo-sításával nincs _szüksé§ á*"s"k puso -intubált 
"autof]_uoreszcencia_kontro]1" vizsgálatara] ) 

- Kz a se jten kivüli í.áikái;l ,"r.rr"isé.gé_nek figYeIembe"ételére sroisaro ü""""i."*ia" faktor. E két korrek*ció figYelembevéte]éve] i g- áb;;-Á-rá=re" szerepiű fluore=zcÉir_cia értékekbőI a se jten belüli Ca2 i lnor."*rrtráció kiszámítasaná1
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használható, a fenti egyenletben szerepl8 értékeket a követk*"€_képpen kaphatjuk:

F' = P -. Ke
F'mtn=Fmin-2Kt
F'max =Fmax -Kr -Ke

A Ca-DTPA hozzáadására a nehézfémionoknak az 5.2. fejezetbenrészletezendő zavaró hatása miatt van szükség. A DTPA nehézfémek-re specifikus komplexképző, Ca-komplexe a quin2-ve1 komp} exeLképzett nehézfémeket Ca2+.-ra cseréri.
A Hesketh-fé]e kalibrá}ási eljárás során (Hesketh és mtsai,19B3) a detergenst Ca-ionofórral, 

^r- 
EGTA-Triis keveréket MnC}z1

9e] kel1 helYettesíteni. A nehézfémek korrekciójára szolgáJ_ó Ca-DTPA léPés a minimáIis flur:reszcencia meglratároia=átót . JrteleIrr-szerÜen csak elkü}önítetten végezhetÍ3 (a Mnz+ is nehézf ém). A }"íri-quin2 komplex kismértéUű rluoreszc*.,"iája miatt a sejten be}üIiCa2+ koncentráció meghatározására az ataúui képlet szolgá1:
Cai = l15 (F' - F'min- 0.16(F'max-F'min))/(F'max-F') (nM)

ahol . .r*=u"3= értékek értelmezése a fentielrke1 megegyező.

Fura-2 Índikátor esetén a kalibrációs eljárás a quin2-éve1megegyer8 abban az esetben, ha csak 3,viásáárt miniat.t. A kalibrálás menetuÍ8r"3-i3nuí;;j:;"i:i::}"";vizsgálata (Ca-DTPA hozzáadása) elhagyható, az egyenletekben
Pe_dig_ a Ca-quin2 komplex disszociációs*áIlandójául szolgáló 115nM 226 nM--lal (a Ca-fura-,2 komplex disszociációs artanaojáwal)heIyettesítendő .

A 9, ábra B_ része egy o1yan fura-2 mérés kalibrálási eljárásátmutatja be, ahol a Ca2+ ntentes indikátor (szabad fura-2) 5ao nm-en mutatott fluoresacenciáját is követjük. Ez esetben a sejtenbelÜli C31* koncentráció kiizámítására izo}gáIó tepret a köve+,ke-zó (Grynkiewicz és mtsai, 1985):

Cai =Ín' - R'nrin)/(R'max - R') Rsso (nM)

,"1]"r.,"" F.gT"" ér:tékeket a 9. ábra B részében szereplŐ adatokbó} akövetkezöképpen kaphat juk :

A fura*2 kalibrálásána}r e módszere az előz8né1 }áthatóan sokkaltabonYolultabb. Alkalmazása mégis számo= "iőr,rry"i 
-;;" 

abban a,zesetben, ha a sejten belüli Ca2+ koncentráció értékei távolabbesnek a Ca-fuira komplex Z28 nl"í-os disszociációs áIlandójátó} rir,a sejtek 100 nM körüli nyugalmi CaZ+ koncentrációja). Ezen e=e-tekben a 3B0 nm-es fluoreszcenciát is számításban vevő--r."ri;;;-ciós eljárás sokkal megbízhatóbb cai értékeket szolgáltat.
A ka}ibrációs eI járás..Iehetőséget ad a se jten belülitor-koncentráció közelít8 meghatáiozására is.'A mrrxi*á1

B'-(Feco-Kz)/
R'min = (Fe4ö,rnin- 2
R'max = (FaaO,rnax- Kl
R'38o = (F'sso,mín- K3

Fsso
Kt)/(Faao,min - Ks)
- Ka ) / Eesö, max

)/ EIBO,max

indiká-
'i. á= 3

/
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minimális fluoreszcencia közötti különbség arányos a sejtekbebezárt indikátor koncentrációjávat. E fluoresr"*rr"ia}iüIönbJégne}:a szabad indikátor f luoreszcencia,-kalibrálósorozaLához val,i ha-
lonlÍtásával , &Z irrtracellr_rláris térf ogat ismeretében a se jtenbelüli indikátor*koncerrtráció számolhaió. t]uin2 esetén sokkai
Pontosabb ere4ményre jutlratunk triciált qui.n2/AM alkalmazásával,ahol a sejtek által felvett, inajd a =*jt*k lizálásakor e}eresz]tett radioaktivitás mennyiségébŐI al quin2 sejten belüli koncen+.-rációja meghatározható.

UelnYibgl beÉPlyéeolják a nem élŐ eejtek az átlagos fluoreszcen-
cié!_?. ldrem!ési sitomelgilue yialealEt"E]

A 4.1. fejezetben már említésre került, hogy a tripán kéketáteresztő (nem élő) sejte}r aránya maximálisan 2- 5 % volt azáltalunk. izolált mintákban. E se jtek azonban Ca2 + -ra 'nézve isátereszt8elr. Igy a bennük révő C;;;-JI;ékeny indikátor rnaximálisfluoreszcenciát mutat. Maximálís fluoreszcenciával bíró sejtek(kis aránYuk ellenóre) jelentősen toraíthatják a Cai fluoriméi*r-ben mérhet8 átlagértékeit. Ezért vált fontossá annak a megállapí*tása, hogy ezek a Ca2+ és tripán ké}t számára átjárható sejiekhogYan vesznek részt az átlagos fluroreszcencia*je1 kia}akí*,ásá_ban. E kérdést áramlási cit<rmetrilrus vizsgáIat,:kÉal tudtuk eldörr-teni.

EeY áramlási citométer vázlatos felépítését nrutatja a 10. ábra

KÖPENYF0LYADÉK (p1. PBS)
MINTA (.r, to6 sejt/rnl)

T" 10 m/s (104-rO5 sejt/perc)

FoTODETEKTORoK

ANALIZÁTOR

10. ábra dramlási citométer felépítésének elvi váalata
A mintaként vizsgálni kívánt sejts zuszpenziő a nagy sebességíí
Porlasztás után olyan cseppecské}<re váIik szét, anrel}ek naxirr,áii-san egY sejtet ta,rtalmaznak. A lcb. 10 m/sec sebessóggel halarló
se jtek út ját egy Iózerstrgár keres ztezi, ameIy a megf eierálen me8*választott fluroreszcens je}zőanyagot gerjeszteni képes. iiövii,f*]_

/
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késöbb a f iuoreszkáió seji,*ir f oi,:sokszcrfozó,k e1,'Jtt ]raja,jnak ,.\,
9u Íe{ a sejtek fluoreszcenciájának egyenhégt való meg}ratárc;zásalehetővé válik. A módszer lratai*"= "lffifá; fiosy nél,iány perc alatttÖbb mint százezet sejt egyenkénti analízisét-képes elvégezni ésÍeY a fluoreszcencia-jeI me8o5zlása vizsgálatának legl-ratékonyabbeszköze.

Az áram}ásí citometrikus vizsgálatokat egy FACS iI (Beckton
and Dickinson, üSA) késziilékkel vógeztük. A §erjeszt{ Iézerfénytegy Spectra-Physícs 200CI kripton-ar8on gázlézár szolgáltatta. Aquin2 gerjesztésére a 351. 1-363.8 llnl-€s urLtraibolya sugárcsclpor-tot.lrasználtuk 160 mW energiakibocsátás mellett. A vir=gátt ml_nlasejtsürűsége 2-3 x 106 sejt/nrl vo}t, módosított Hank-féle médir_rm-ban. A mérések megkezdése el8tt a sejteket egy 25 p-os sz{ír8n aIehetséges aggregátumolt eltávolítása végett átszűrtülc. Esy kísér*let f olyamán 105 sejtet vizsgáltunk meg (kb. 50 pl rnintá)., kb. 5perces időtartam alatt. A mintát izotóniás sóold,at lamináris

1g QUIN2 FLUORESZCENCIA

ábra A propidium Jodld-neggtív (é16) seJtek hozaáJárulásanyúl tlmociták klsaögü fénysaórásáhoa (A), lI}etvequin2 fluoreszcencíájához (B)

A nyúl timociták clr-ri.n2-veI való f eItöltésé [ a f e jeze+,-
ben 1eírtak alapján végeztük e1. A cluin2 inLracellr-r]á-ris koncentráció ja 3 ,nl{ volt. A timocitá}rat 0. 01 súiy
'/: végkoncentráció júr propiclium jodiddal f estettllk rtleg.Az ábra A részén a kr.sszögü fényszórás, B részén pedig
a quinZ fluoreszcenciájána}r 

^ logaritmusa }átható - Az
egész sejtpopulációr.i jelIemző értékeket folyamatos ..ü-
na}lal l dz élt1 sej1,ekre jell e^r'é értékeket szaggat,,:tt
vonalLa} kötöttti}r ös:.;z-e (Csermely és Sonrogyi, 19 87 /b) .

=Nl,
Fl
a
rA

11
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áramába fecskendeztü}<. A mérések folyamán a ki.sszögíí fényszórást,a 40B és 550 nm félérté}<ek ]rözötti kék f }uoreszceiciát és a 650nm-nél nagYobb hullámhosszú vörös fluoreszcenciát párhuzamosanvi zsgáltuk.

Vizsgálatainkban a nern élŐ sej,l-e}ret propidium joclidcia1 je]ü1-tük (§töhr és Vogt-Sc}raden, 1980 ) . Á propidiuri j;JiJ- 
"Z-'álgsejtek membránján nem képes áthatolni, viizont DNS-ie1 értintkez-ve jellegzetes, vörös f.Iuore.szcenciát mutat . Az át"r"=riő;J-;;i;,Ílletve a nem áteresztő (élŐ) sejtelret így, vörös f1uoreszcenciá-juk alapján }tüIön is viz,sgálni le}ret. A-ii. ábrán e vizsgálatokeredménYeit mutatom be. Azt, hogy a propídir-rm jodid valóban a nernéIö sejteket festette meg az is bizonyítja, h"áy az ábra A rés=éna propidíum jodid pozitív (a folytonos és a =z.aggatott vona].közötti ) . se jtek kiss zőg3, f ényszórása is " .r"* ei{-=:o jtekre jel-lemzö, viszonylag alacsony érték (Loken és Herzenberg, 1975).

A 11. ábra B részébŐl kitÜni-k, hogy a propidiunr jodid pozitívsejtek hozzájárulása a tel jes f 1uoreiz"*rr"iái-roz viszonylag ala_csonY. A bemutatott kÍ.sérletben et sejtek 4 %-a volt tripán kékreátjárható (ez .az arány rnegfelelt a propidium jodidá;i']";;3;á
gejtek arányának is; nem bemutatott ád.iok;, a ir. ábra B részénlátható -*logaritmikus-- quin2 fluoresz.*rr"i" megoszlásbó1 p;ái;kiszámolhatÓ, hogy az össáes f Iuoreszcenciá}roz .rJ'to }rozzájáruiá-suk 1 %-ná1 is csekélyebb. Bbb8} azí a köwetkeztetést lrorrhut.i.rkl",_ LlogY n az átjárhatóvá vált (nem érŐ) sejtek nern tartalmaznakszámottevő quín2 mennyiséget,. ..Ez az eredmény várakozásainknak igmegfele.l, hiszen az áteresztBvé vált sejtei< észl.'eráz aktivitásajelentősen lecsökken (Campbel1, 1983), igy nem képesek a quinZacetoximeti1 észter hidrotízisére sem. riserteteirrk tanulság"r..é"imegállaPÍthatjult, ,,ho€y tripán kék átereszt8 sejtek jelenléie nemzava,rja számottevően a Cai meghatározására sz,:igáló fluoreszcen-ciás eljárásokat.

A quin2 fluoreszcenciájának megoszlását mtrtató f8 csúcs a 11.ábra B részén aszimmetrikus aIakú. Ez az aszimmetr-ia rúöbb, küiörr_bÖz8 intracelluláris Ca2 + krrncentrácíó jú se jtp,rpr_rláció jelen}ét,é_U8r fakad,hat. Aszimmetriához vezetheti* p*"="" az is, ha a quin2eloszlása az egyes sejtekben meghatározott szintek szerint vái-tozna. A quin2-nek ilyen eloszlása aaonban semmiképpen sem lehetáltalános jelenség, hiszen egér 1ép B timfocitáí< (Ransom ésmtsai, 1986), iletve 9H5 T limfociták (lteiss és mtspi , Lg\l/b)esetén szimmetrikus eloszlást silrerü}t kimutatni.

4-4-2- {5Ca felvétel és leadás mérése T llmfocitákon
A 45Ca felvételt 10 mM Hepes-sel (pH 7-4)l 855zenciá].is anino-savakkal, Penici]-}inne1 és streptomióinnel (100-100 |J/mL), vala-

Ti"! 40 kBq/ml (2-2 - 5 x 106 cpm,Zm}) 4 5 CaClz -da] kiegés ziLeLLEagle médiumban viz.seáItuk. 
^; 

1 . 0 
'mI végtérf ogatú, 5 x 106sejt/m1 sejts{ÍrÜiéeű i',intat*t E;p;"á";} csövekben inkr:báltuk 37oC-on. A 45Ca felvótelének a.r- iáÉubáIás idejétőr .r"Ío függését a12. ábra mutatja be.

l
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L2 ábra Egér tinoclták {5§a felvételének td$fueeése

A 45Ca felvételének vizsgá}atát a fejezetben_ leírtak
alapján ,Je"*tii1. Az *áa" timocitálrat Ai]3187 né}kül
(o_- ] _o), -illetve 5 nM A23187 jelenlétóben (o_<)
vizseáItuk. Az egyes feltüntetett érté}tek három mérés
át}agértélrei t SD.

A tz. ábrából látható, hogy ép sejtek esetén a felvett asca

mennyisége kb. 10_20 pe].c ala{i eii et a rnaximáLis szintet, Ca-
ionofór jelenlétében a maximumot 2 perc elteltével tudtuk kirnér_
ni. Isy az ionofórokka1 végzett kisérletek esetén inkubálási
id8nek a 2 pereet választottuk,

Az inkubálás befejeztéve} a mintákat egy mikrocentrifugában
centrifueáttuk. A tálutnszo eltávolítása után az Eppend"|{ cs9-
veknek a sejteket tartalmazó hegyét levágtuk és_ szcintillációs
küvettákb" r."iy"rtük. A mi.nták iadioaktivitását 5.9 g/L dif enil-
oxazo1, 160 ,iet1 i,+-ai(2-(5_feni1)-oxazoil)benzoI, 30 térf , o,/o

Triton x*100 eJ'ro ierr . % toluol tartalmú szcintiIlációs kokté]-
5 m}-ében ";' Beckman Lí3 ?3O0 típusú szcinti}tációs szám]_áló
segítségével határoztuk meg,

/

A 45Ca }tiáramlásának rneg}ratározásához az egér timocitákat, 160

kBq ( 1or .p*í 
'n 

i g"Cr, -c]ai 30 percig inkubá}tuk a a 5 Ca f elvéte],
körülményei xazott. A f e1 nem vett a5Ca-ot centrifr-igá}ással (4cD

J, 
-s-pu"l, 4"C) távolítottuk eI. A se jteket }tétszer mcrstuk ugyan_

olyan tertoeaiú 4 oC_os Eagle médíummal. Az egér timocitákat
végül 37 oC-os Bagle médiumban szus"p".rJáttuk újrá (sejtsűrűség,
5 x 10E sejt,/m]_) é= a 1.,í=err"i"r.Ü""-*i"alratározátt i.d3 e]-teltéve1
a szuszpenziá-ó. s nl_es a}ikvotjait Eppendorf_ csövekben egy mik_
rocentrif ugában cent:lif ueáitr_.ln. 

- A tLrtir,is zők 2 }i 0,2 ml-én=i,:

rad,ioaktivitását a fenti módszer a1apján hat,árpztuk meg,
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4. 5. Fluoreszcenciás vizsgálatok
4.5. 1. hz A23tB7 fluoreszcencíáJának viasgálata

Az A23t87 fluoreszcenciájának vizsgálatát Pfeiffer ésmunkatársai ( 1974 ) alapján végeztült. Az A231B7 gerjesztési
f luoreszcencia bpektrumait a 13. ábrán mutatorn be.

A231B7 + Ca,Mg és
timociták

A23IB7 + timociták

timociták
, A23lB7 (1rrM)

-__+-r-|.----F-
400 350 300 25o

Hullánhossz (nm)

13. ábra Az A23187 gerJesztési fluoreszcencla spektrumai
A fluoreszcencia meghatározása 1 cm-es kvarc küvettábantörtént 430 nni emissziós hullámhcrssz és 4 nm-es résekmellett. A Ca2+ és Mgz+ vég}toncentrációja 1-1 mM, a t,i.-mociták sejtsíiriisége 5 x 106 sejt,/ml volt.

A 13. ábráról leolvasl-rató, lrogy az A231B7 a legnagyobb f luo-reszcenciával 370 nm-e§ gerjesztés esetén rendelkezik. Így továb-bi méréseink esetén a ge.rjesztési lrullánrhosszat 370 nm-nelt vá-fasztottuk 430 nm-es emisszió és 4 nm-es rések mellett. A 13.
ábrán az is látható, hogy az A23LB7 fluoreszcenciá.ja él-zékerrvenfüee a közeg polaritásátó1 ós a jelen}év8 ionok meniyiségét31. A.aujelenség bővebb tárgyalására az 5.4.3. fejezetben fogok vissza-térni.

4.5.2. Enissziós anízotrópla mérése

Az emissziós anizotrópia értéke érzékenyen jellemzi a fluo-reszcens anYag mozgási szabaclságát. A f luorof ór sz;rbad f orgásaesetén az emissaiós anizotrópia viszonylag alacsony (negatív), afluorofór immobilizálódása esetén azonban egyre *.ga=._,bb értéke-ket vesz fel (pozítívvá válik és 0.4-hez Éor*Iít' (Sza}ay és
Darn janovích, 19B3 ) .

uKülönöbözö anyagok f ltroreszcenciá jának polarizáció ját, er."risz-sziós anizotrópiáját Clren és Bowman (1965) módszeréveI határoztuk
me8. A mérés tulajdonképpen két polarizációs =r{lr8 a3onos, il]et-ve ker:esztezett állásánáI tt]rténő fluoreszcenciamérésre vezethetÉí
vissza. A po}arizácj.ós "rűrdk egyikét a gerj eszL'é, másikát azemittált f ény út jába kell lrelyezni. A ]rasznáIt Solar:izációs =rŰ*

/
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rök az orie' Co. (§tamford- CT, U§A) gyártmányai voltak. Az enise*

';:;ffrii*í:."Uni.'é"tar.e,,"k-máer.]tár;"asához" 
J"Ui.lnski f ormu]_á ját

r = (Jr., - G x Ivh)/(ívv + 2G x ]vh)
ahoI rvv és.rvn rendre ? fLig*.Blegg,s;.f_ügg8leges, i}letve a fües6-1eges -vízszintás -nJii.r:i.;i;-=i{írg}. 

*étt*it-*e"i f 1uoreszcenc i a
értékei . G 

"" 
-gs"ÍJrJá"*t 

"á..i"ritJ" r er"ii"e.'?á"to, 1 , amely a§fií'":iiii;fÍ*ri;. 
"*;",;;;Íj;::il.",-,i;;;i;;;= 

po1ari zacias
iJf:*d"*,;:áJ-Jij- ;j*§sli,iá3ii";:íi§}B :íffi§5,'*!tÍ;í?;..!

Energiatranszfer akkor jölret létre két flr_roreszcens csoportközött., ha. 
_ az egyiknek, (a-a"""rrir.j 

" rr,ro"*=rlJrr"io emissziósi:i}::"T:"': 1 3;:};:;;í í io' a" ; 
";;; 

;ff,1 
" ) . ;; ; j ; ; Jie_Ji s pektrumáva ]

1T €n) az eááiói -á"";"';;ff;j,"8l"Tíjíiiiui,,i§§5álj_#*rs:,l:i:
,niS"";f;;l j".':;:};;:Í;; Az *"*"*iiti".,==f*",.á"uie"endje a két
F'":i 

- 
l I i á"",, . 

iü;;,;;" 3 l iÍ: 5í' :", íí:Tíi jí j;"i §"í:§i;: §'*;: l 
j;;kerÜInek eeYmáshJ;, -;;"",,""giot".rr="r*r 

mértéke egyre jelentősebb1 esz

A tirozin, triptofán.csoportok és.az A23187 közötti ener*ia-transzfert Flg""-u; 
-;;;;i 

. ( iöe5 i";r"nirr. ;;;t;k. "-o gerjesziésihullámhossz zzó "'-i"T;:" a'ti""i*3il!""i" emissziós spekt::umokataz A23I87 1éPésenke"ti hozzáad,i=.*-,rii" vettük r*i-a nm-es ::ésekmellett. Az *áe" ii*""rták-;;;;;űi*3iÉ" 2 x 106 sejt/ml volt.Az emissziós spektrumokat az A23 LB7-27O nm-nél történ5 ger-jesztésekor e="i"ri-;i.;;;"="9elciájával r..""iejrtli. Mint ahogyazt a 4,5,1,, -.irr"tu""J" s 1,1. 
^-;;j;"etben 

ü**,ri.uto*, az A2318?{1uoreszcenc
í g" - 

; ; 
"; 

;; i;i'j i: 
i i, 5§: : ir i:*, fi :ff i;;fli§§t" í;ál 

i§L. jl5í",.ií5_re.zcenciájat szója-Íe"iti"_rii,"=3iilá_ jelenléLében határoztukmeg. A 1iposzómákát S;;i" SOO-iÁ"iJ*-ir"., Farmingdale NY, USA)u]trahan* *enerátorrai'iarr*i.'=""iir.álássa].-iríit3tt"r. 
e18. Á

lrposzómák optimáIiu 
"grii="é,;J; iŐ]á]i.ue 1ipid/ml )

il:#;'"*u§;;, ljsÍ" ;"*; : l i "o - áoit -e,e 
5 r e i: 

" 
Jil",i, n ]ii* ; iÍ: : :t

ff §; il" *, jn ;;ffi ff , Tn*ss, ] -l* ii§í;;§i: ;;a:§; ; #. j 
-" i §j i; ií

4.6. A Caz+-
tr.,áu ., 

uinfiííf§láí*í-ís§f;írá;3:á* kináz (fehérJe

A ueubléakétött feh§qie klnáz C szolubi]iz§]á5a
fehérje.kináz C enzírn. aktivitásának meghatározásához a 4-2.re;ezet alarcján izolált 

"it"r"ori, 
--irietve 

*iXr"=Jánrális frak*ciókat t''='n3it"r,-i"il-.ir'*r.ri*"r.ii.riiiu 
mérése]<e t, Á" izolálástó]
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számított 2-4 Órán belti1 végeztük e1. A citoszolbeli fehérjekináz C aktivitást közvetlerrü] a citoszol alikvotjaiból lratár,:i-tuk meg. A membránkötött fehórje kináz c aktivitásának méréséhezaz enzimet a membránbÓI szabaddá ke1l tenni , szalubiIizálni kel}.Ez 1eggyakrabban nemionos detergensek, pl. Triton X-100 se§ítsé-gével történik..
A 74 - ábrán a fehérje kináz C szolubilizálhatóságának és akti-vitásának a Triton X-100 kon<:ctrtrációjátót való fü§gését mutatombe. Aa ábra A részén a citoszolbeli és a mernbrántötött enzimaktivitásának változása látható. Az ábra B rószének ad,atai alap-ján megállapíthatjuk, 1ro8y a membránkötött enzim valamivel e].-lenál]-óbb a Tritorr x-100 gátló hatásával szemben mint a ci-toszolbelÍ forma,. Ez a megfígyelés összhangban á11 Wiekremasingheés munkatársainak (1986) megfigyeléseive1, akik szintén a memb-ránkÖtÖtt forma detergensse1 szembeni nagyobb stabi}itásáró1számoltak be. Aa ábra B résaón a rnernbránkötött enzirn szc,Lrr\:r.ii-zálhatósáeát mutatom be. Magasabb Triton X-100 koncentrációkesetén ..33 enzim szolubilizáciil,jának látszólagos.mértéke (c-l)erős csÖkkenésnek inclul. A feliilúszóban megjelenŰ aktivitás csök-kenéséve1 pár.huzamosan azonban a teIjes minia összes enzimaktivi-tása is *rőteljesen csökenni kezd. Ez a jelerrség a detergensáltal okozott gátlásra enged },:övetkeztetni. . A Pierce cég aítatforgalmazott Extractí Gel D oszloppal történ6 detereensmentesítésután kaPott maga§ enzinraktivitárs-értékelr meggyő =Őur,* bizonyítjálr,hogY e koncentrációtartományb;rn nem a szÓ],,,bi]izáció szoiulivissza, hanem valóban az enzinr reveraibilis gátása játszódott le(14. ábra B. rész és nem bentutatcrtt adatok).
AmennYiben a t4. áb::a A és B részeit összelrasonlítjuk, megál-laPíthatjuk, hogy a Triton X*100 koze1 azono5 koncentrációtartc-

mányban szoLubiIizálja és gátoI.;a az enzimet. Igy Triton X-100-zal valÓ szo]ubilizálás esetórr a detergens e]távÓlításáró1 mindenesetben gondoskodnr-rnk ke}l.

Az alkalmazott detergerrs eltávolítására az irodalonrban sz:ntekivétel nélkü1 a DEAE DB52 "en,ion.cserélŐ kromatográf iát a]_ka]_naz-zák, A kromatográf iás elválasaLás pr<ifil ját a 15. ábrárr mutatoni
be.

Az ábrán látható, hogy a fe}rérje kináz C-t 0.1-0.2 l,í-os NaClkoncerrtráció mellett lehet eluálni. Magasabb NaCI }<oncentrác!,3esetén (kb. 0. 3-0. 4 M) egy CaZ + -ma1 és f oszf o1ipidekkel rientaktiválható fehérje kináz is ei-rrálódik. Ez a csekély a}rtivitássa]_bíró fehérje kináz eset,leg az ir:odalomban M kinázként, a prot*,l-litikusan hasított f ormaként i.slrert enzimmel lehet azonos.

A 15 . ái:ra eredménye ibŐl tá tható , hogy a DilAE itrc,mato€ráf i a
után egY olyan de'Lergensmetrl,es .;)nzim-preparátr_rm}roa jutr_rnk, ane}_;rkb. 0. 1-0. 2 M NaCl-ot is tart,almaz . A 16. ábr-án bemutaiot*,adatok, rtevezeteserr, lrogy a lel-rér je Iiináz C errzinl aktivilásátNaCl-daI jelentős mértékben gát,.ilni Íehet, óvatosságra keli , Tiafl!intsenek bennünket e s;:tileskörben elter jedt móclszár
alkalmazásáná1 - ( Tgaz , lrogy a 16 . ábrán f eltünl-etet1- }.];"C],
koncentrációkat a reakcií-,elegyr,: }reI1 v,:natkc;zt.atni és így a I)EAE
elurátr-rm NaCl kcrncentráció ja kb, az ábra szerinti 0.01*0.05 Fj |jaCi

de a gártlás nrértéke nár ebben a
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(mg TriLon X-100/mg fehérje)

ábra A fehérJe klnáa C aktlvitásának és sao].ubll1aálható-
ságának függése a Trlton X-100 koncentrációjától

Nyúl timociták szubceIluláris frakcióit a 4.2. fejezet-
ben leírtak alapján isoláltuk. A f ehérje kináz C a}:+.i-
vitásának meglratározását a fejezetben ismer+,etett rnód-
5zer alapján végeztük. A Triton X*100-za1 vaió inkubá-
Iás (4"C, 2a pelc) esetén a fehérjekoncentrációt minden
esetben 1 mg/ml-re állítottuk be. A rész: a cítoszol-
lleli (O- - -tr), illetve membránkötött (c-o) fe}rérje
}<ináz C aktivitásának fiiggése a Triton X-100 koncent-
rációjátóI. A membránkötött fehérje kináz C-t 20 mM
Hepes (pH 7 .4) , 5 mM DTT, 0. 1 mM CaCle és 50 p€/rnl
leupeptin tartalmú prrfferben izoláItuk. Az enzinret 2
mglm1 fehérjekoncentráció melletti 1 térf. % Triton X-
100 segítségéveI szolubiIiaáltuk. A detergenst egyPierce Extractí Ciel D oszlopon távolítottuk el. B r.ész:
felrérje }<ináz C szolubilizál}ratóságánah ftregéi€--a
Triton X-1O0 koncentrációjátó1. A }<ísérIet során az
EGTA-EDTA tartalmú igoláló puffelben izolálit mikroszó*
mákhoz növe]<vő koncentrációbán Tríton X-100*aL adtunk.
2a perces, 4oC,-o.s inkubá]árs utárr a mintákat 10C OOC g-n
centrifugál.tr_rk. A feliilirszóban megjelerrÉ1 fehérje kináz
C aktivitást, mirrt et szolubiIizáLt minta összes ( f elüi-
úszó + üledólr) a}ttivitásának %..át ábrázo]-tanr (c-3;.
Az üres köri]lr a fe}ülúszó Pierce Extracti Gel D*vel
történá Tritonmentesítése utáni értékeket jeiöiik
(o- - -o) . *. . . .*, a mint a összes 'aktivitása nmo!
3 2P /perc/mg f elrér: je egységekberr.
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ábra FehérJe kináz C DEAE 1oncserél8 kromatográfláJa

Nyúl tímocitákbót EGTA-EDTA tartalmú izoláló pufferben
izolált mikroszómákat 1 térf. % Triton X-100-zal kezel-
tük (20 perc, 4'C). A minták felrérjekoncerrtráció ja 2
mg/ml, végtérfogata 1 ml volt . Az inkubálás után a min-
tákat 100 000 8-n centrifugáltuk, a felüIúszót egy 0.5
x 6 cm-es DEAE DE52 (Whatmán) ioncserél1 oszlopon 1 m1
-es frakciókat sz-edve 0-0.6 M-os lirreáris NaC1 gradiens-
sel eluáltnk, A NaCl mennyis.égét az egyes frakciókban
vezetőképessó6-nrérésse1 elIánáriztük. A; egyes frakciók
fehérje kínáa aktivitását EGTA (ci* * -o), ille+.ve CaZ+
+ fosafolípidek (o-c) jelenlétében a fe jezet további
részében isnertetett módszer szerint határoztuk meg.

o.o5 o.1 o.2 o.4 0.6 0.8

NaCl KoNCENTRÁCIo (M)

16. ábra NaCl hatása a fehérje kináa C aktlvitására
A fehérje kináz C a}rtivitásának meghatározásakor a re-
akcióelegy NaCl koncr:ntrációját az ábrán megjelö]-t ér*
tóltekre állítottu}r t_;,= . Az adatok két külörrá}ló n:érés
átlagered,mónyei (t a 3-3 paraIerbŰt szárrnazta+,ott SD).
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tartományban is elér]reti a 25 ,"á-ot. ) A NaCI gátló }ratását benr_ita-
tó adataink jó egyezést mutatnak a Bazzi és Nelsestr_ren (19877'a)
áItal közöIt értékekkel.

A fenti nehézségek (deter6en:merrtesítés, amely során a minta
híeul i az utána következő esetIeges i,onmentesítés ) f elvetik annak
a szÜ}rségességét", hogy az enzilllet e8y másik, a Triton X-100-rrá]_
kínréIetesebb detergen,sseI pról"lál_juk m*:g szolubilizálrri . Az ir,;-
dalmi adatok tanulsága szerirLt az ionos detergensek (pl. l{a-
dezoxikorát), iLIetve egye5 n€jll icrnos detergensfajták (oktiielü-
kozid) az enzim aktiwitásárrlk ""Őt*l 

jes eátlására' képések(Wolfson és mtsaí, 19B5; Fitzer és mtsai, 1987). Saját tapaszta-
1ataink szerint a Nonidet P*40 cJ.etergens a Triti:n X*100-hoz igen
hasonlóan viselkedik (rrem bemuL;ttott adatok). A megf e}ellj deter-
gens }<eresése során végül a viilasztásunk egy új detergenscsalád,
aa ikerionos detergensek aaon tagjára, a CHAP§*ra ( 3(3-ko.Lanrido-
propi1)-dimentilamino-propánsztt].fonsav ) esett, amely az ikerion-
os jelleget szerencsésen ötvözi a }t,:Iánváz anrfifil tr_rlajdonságai-.
va1 (Fljelmeland, 1980 ) .

a
H 'r-)Hí{
H-c
E_{ 0)
V tl{

öoq)É
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zOJHQ
§4

O"
tr] c.lFf Cf)É{:1 rl!Éolrl É
FiÉ

24
CHAPS koncentráció

6B
(mglme feh6rjej

77 ábra A fehérJe kínáz C aktlvításának függése a CHAPS
deter§ens koncentrációJától

Forbo} észterrel kezelt (TPA, 40 nM, 20 perc, :j7'C) hu-
mán perifériáIis linrfociták rnikrosz,imális fra}<cióját a4.2. f e jezetben 1eírtak alapján izoláltuk. A mikros zőtr,.a
frakciót (1 rng/ml fehéi:jekoncentráció rneIlett) a mega-dott koncentrációjú CHAPS detergensse] kezeltük (:0pefc, 4oC), majd 100 q,00 g-n centr-ifugáltuir. (A CI]AF3
kritikus mice].1aképző koncentráció ja 10 m!1, e f e]-*t t,
szoluibilizálási lratásfoka ugrásszerüen visszaesik; Roda
és mtsaí, j 9S3. ) A f eiüiírszó f ehér je kináz C aktivl r--á-

sát Pierce Extracti Gel D-rrtörtén3 detergensnentesi-
tés elött (o) és r-rtán (o) a f ejezetben ismerte.,-et,t mád-
szer szerint határoztu}< meg. i
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A 17. ábra adataiból kitünik, hogy a fehérje kináz c enu imsPecifikus aktivitását a szolr-rbiiira.io okozta ,rár*t"oes utárr aCHAP§ detergens kevéssé rr"r"iyá=;iJ;. Különösen szembetíí nővéválik az enzimaktitivítás á1};á;;aá;, ha fieyei*,nbe vesszük,hogY a detergens eltávoliiasa =.*-;;i;Jztatta meg e szolubitizáltfehérje kináz C aktivjtáiát
1gy a membránkötött fehérje kináz C-t általában CIJAPS d"ter-

,!i: 
=, 

i:-afi i;Fi] iÉí'l a}. ",' i §g}:iffi 
;i 

"il* i:r fi : 
:T:;;r: 

ir*l ; : : -kromatcrgráfiák_e}h"eyi=a"l t,il *aJ-"á""*"*" elŐnnyel jár: a CI]APSdetergens --a Triton- x-roÓ-zal *rÍ*.riett*rr-- nen' zavarja a f ehér_je kináz C méréseknél "ii,"rjedten .it "i*"rott Bradford_féle fe_hérjemeghatározási móds=""t (Fanger, 1987) .

A uegblánk§!§!! fehérje kináz qmenete eaolL&!l!aá!gsanek .szokásos

A szolubÍlizálás során_ a_ fehérjekoncentrációt általában 0.5mglrnl*es értékre álIítotturk be, ;;""it.t*.";ri-cűeps koncentráció3 mM volt (3.T§ CHAPS/*g feh§r:j"r. Á**it"o="o*axul-" detergensse120 percig 4oC-on i"í."üart"k, " -Á.jJ 
" *i.taroai- ioo 00CI g-n 60Percen át (4'C) centrifugáliuk. "Á iehérje r.ir,á"-c aktivitásátáItalában csak '."_ 

oer"= *irrtat t*i.tii,."ojatoi --t"iarort,r}, 
meg.NéhánY esetben azonbai- az,ij"asrus"n"iaart-,irááer...i*r.,arj* kináz caktivitását is megrnértr-tk.

4 l§b§iei§ kiaéa § akti:ritás m§rése
A fehérje kináz C aktivitását au irodalom a CaZ+, fos zfa_tidilszerin és diolein jeIenlétéi,,;" 

"re"t "öss;:es kinaz,, aktivitásés a mindezek távol1étéüen mért ""i-p-inin,áz" .r.ii.ritas különbsé_geként definiálja.
Aa "alaP kináa" akltivitásának n:éréséhez használt reakcióe]*gy10 mM Mg.lz*ot, 0-4 mM EGTA-i, -aiiö-,]rz*r 

hr;;;;;; (III-§ típus,Sígma), 40 mM Hepes-t iplj 7-4) és 66=lrM 16-iip)-Árp-t (10ü cpm-/PmoL fajlagos aktivitá==ár) t""taimazott. Á c.ei* és foszf<riipidaktivált összes kináz akiivitá=a""r" *e;á;; ;o;;* a ienti reakció_elegyet 2 mM CaClz -a"i, ,2a0 uJl,"r"roszfatidiIszerinnel és 2cPglm1 1'2*dioleinne1 eeé§zített'üf,' ki. (A foszfolipicleket kétsze*res tÖménYségÜ HePes /V,Cra/Ms prii"*Ü..,, szonikáláslal diszpergál_tuk, ) A reakció_t roo'i-,r ,L"É.ia*t;il-;; 100 p] minta ósszekeveré_sével indítottuk el. A ni,nta izoráío puffe"t*+. ai-*u ncre , 2 n1.1EDTA, 5 mM DTT ós 2a ,oú rr*p"i;--;H i:a;"i;;ő 116"" u* f ehérjéttartalmazott- Az enzimrear<"io{' aii.iau.r, 3 percen át 3?oC-ontÖrtérrő inkubálás "i;;-róÖ pl f.i""*n-készíteti 1 mM ATp, 15 n}1KeHPoq tartalmú 10 súIy-z-o= triklórecetsavva1 állítottuk le. Amintákhoz 100 J'l 2 mer/rni koncentrációjür marha széruma].bumin o1da_tot adtunk hordozóke,nt. A kicsap;J;;;"-ie}:érjéket 0.45 p*ú5 Mitli-phore ="ű"őkr* syújt.,tlii}.- =Á-;;;;;a3rnot 
5 x 5 rnl 0oC-os 15 n,MKeHPoa -ot t.rtalmázJ s 

-=ary %-;;-'iiiiro"*"*t=..rrr.i mostuk 1 zt, ll-szuro,t(et me8s zárj tottr-rk él- radi oaktiviiásuk*i - 
f ;i;;;;ks zcinti l l á_ciós módszerrel határoziu}s meg, -Á i*r.e.;" kináz C méréseketálta],ában két, néme}y *=*iu*r, ná"o*--p]i.r"ru*r, végeztük. Az egye-di értékek közötti órterá= rrenr halaái.-r*g . 10 %-ot. Az enzimaktivitását, mint a CaZ+ és r"""ioílniá"r. jelenlétében mért ,,ösz-sZes kináz" aktivitás és a7. ezek tavoiratéu"" o.,á"i"i"t.p kirráz.,
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aktivitás kütönbségét
e6ységekben.

adonr meg nmol 3zP/perc/mg minta felrérje

Az aktivitásmérésné1 l:asználtpg) és a reakeióidát (3 perc)elziryaktivitás ezen niérési pontokrációjának és á reakcióid8nek még(nem bemutatott adatok) .

, 
mintafehérje mennyiségét ( 4-5úgy választottulr freg, 

*t 
osy aaesetén a mintafehérje koncerrt-éppen lirreáris fiiggvénye legyen

4,7, A 3H-forbol-dibut,lrát köt8dés vlzsgálata
Mive1 kísérleteinkben nemcsak a kötött, de a szabad forbo1-dibutirát mennyiségét is meg kívántuk-határozni, ezért az iroda_lomban kÖzÖlt sokféle móclszer közü1 a Leach és m,_inkátarsai (19B3)által kidolgozottat vála.sztottuk 

q9r' E' rlrL{Ilflcl

A módszer beállítása során annak a tis zíáaására fordítottunkkülönös figYelmet, lrogy az irodalonrb"r, 
" ]<ötés során áltaIánosanalkalnrazott marha szérÜmalburnin ri"áyá""'uefolyásolja a radioaktivforbolészter köt8dését. A 1B. ábrjÍ"Üemutatott *"éd*é.ryeink alap_ján a kötésí elegyhez adott marha szérumalbr-rmin nrár 1 mg,/nrl-eskoncentrációban i;- a köt.ött n,i"rryi=Jg jelentős csökkerréséhez

iii:, ^T:i" i= :;,3;í:h-, f;Ji8,: "* r, ;, 
;:*: ;;:rus*r§f 

:ilff ;H;albuminok jelentés-mennyi=5e.u r_ipiá-*ágkötésére képesek, és hogya hidrofób forbol eszterJk iipia:=§játsáeoxkat rendeIkeznek.Enriatt saját kísérleteinkben a rnarlra szérumalburnint csak a tictő-dés után, }rordozóként alkalmaztuk.
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1B ábra Marha szérumalbumln hatása a 3H-forbol-dlbutirát
ktit6désére

A köt8dési vizsgálato}<at nyúl tirnocitábóI a 4.2. feje-aet, szerint izc,lá} t citoszollal , iii*t.r* mikroszómákkaivégeztük. A minta f ehér jetartalm"-i-citoszc,1 *=-ie,., 7 5 ,a mikroszómált eseLén 10Ö prg voli. -a 
natá=i-"i=Jsaratok1eírását a su,öveges részb'elr "d;;-*"É.

összns 3H-pDBu, 1 pmo1
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A köt8déshez ha.sznált elegy 40 mM Hepes-t (pH 7.4), 10 m}1M8Clz -ot, 2 mM CaCIe -ot és áItalában 10 ,rú ( 4 pmol, 2. 8

533í:ji "iá,}a 
- 

§1§;;:aiq'í i ] 3;3;'l}i;f; 
,:,..ix;:i 

f "i j*:;, l,, §ll;;.;;iját 200 Pl BGTA-EDTA tartalmú..izoláló pufierben. A citoszolikusminták vizsgálata esetérr a köt8elegy eOÓ vg/nJ fosziatidilszerintis tartalmazott. 30 perce§ 37o C]on tc;rténő i"r."iara= után eniintákat 0oC-ra tríítotirtX, 50 l-ri iO o,err*r koncentrációjúr marhaszérumalbumint és 200 pl 30 sílly %-os -polietilén-glikolt (Ms.:6090, Serva) adtunk hozaájuk. is perc átta= után J mintákai *s"mikrocentrifugában 2 percig centrifugáltu}<. Centrifugálás után-Lfelülúsaó 100 pl-es alílrvotjait szcintitlációs küvettákba vittük.A maradék felülÚszót eltávolítottuk, majd a csöveknek a csapa.dé.kot tartalmazó hegyét levágtuk és ugyanciak szcintiIlációs kive*,-tákba helYeztilk. A radioaktivitás rnághatározása a 4.4.2. .f ejeze+,-ben leírt Triton tartalnú szcintiIlációs koktélban történt . AzasPecif ikus kÖt8dést 2 pM nem jelzett f or}:o1-12, 13-dibu+.irátjele.nlétében rnértük. A közöIt adatok rnindegyike az aspecif ikuskotődéssel korrigált érték. Az egyes nréréseÉ- esetén két parale}thatároztunk h€8, a paralelek értékei 15 %-náL kisebb mérté].:be:ltértek el egymástól.

_ _ NéhánY minta 3H-forbol-dibutirát kötődését rrem azonnal, ]ranenfolYé}<ony nitrogénben való lefagya.sztás és -BO oC-on-ic"iá"e"-Í:;
hetes tárolás után mértüir meg. E}Őzetes kísérleteink alapjárr ;fagyasztási eIjárás a 3Fl-forbol-dibutirát kötődéS ;;il=;;;ű"Jrt,a]keiben változást nem okoz (nem bemurtatott adatok).

4. 8. e H-uridin beépü].és víasgá].ata
Egér tímoeitákat a kísérletekben meghatározott anyagolrka137"C-on 5 x 106 sejt/nrl sejtsűrűség mellett }<ét órán át in*kubáltunk- Az egyes minták térfogata 1 ml vo}t , a'z, inkubálás ic}

mM HePes-sel (PH 7.4), e§5uerrciáIis aminosavakúa], penicillinnelés strePtomicinnel ( 100-100 TJ/nJ,) kieeészített náeie médiumbantörtént. A 2. óra elte}tével mirrtánkén{ 2 prCi (74 köq) 3H-uridint
adtunk a sejtekhez és további 3C} percen át inirlrbáltuk',3r,,"t.-Á-air:
Perc elteltével a sejteket 0oC-ra rrŰ"Uotttitr, és mintánként 1 ml iM PerklÓrsavat adtunk hozzájuk. A perklórsavas mint,á}.,at 15 per:cig0oC-on állni hagytuk, najd 3000 ,p*-*r, 1ecentrifrrgáltuk (10-perclO_'cl_ A esapadékot 3 x 2 T1 0.5 M perklórsavval inostuk,'majá c.5nrl 0.5 M perklórsawa} 90 oC-on 3Ó percig irrkubáituk. A; ieike]-etkezett minták 2 x 200 pij--ének a radióaktivitását a 4.4.2--fejeaetben ismertetett módon ]-latároztuk meg.

4.9. Felhasznált anyagok

A felhasznált aPronítin, ATP, benzamidin, B§,A, calmidazoliun(R24571), CHAPS, clrelex 10O, 1,2-dioktanoiI*sIicero1, 1,2*di-
91_-in, DTPA, DTT, EDTA, EGTA, forbol -72,13-cliÉutirát, f oszf at_i-dilszerin, Hepes, lriszton ( T I I--S típus ) , 1eupeptin, 2*merkaiptc -etanol, Na3VOl, Nonidet P*40, o1eoíl-ácetil-e]_icero1, pepsztalin,PMSF, propidium jodid, cllrin2, quin2 /AY, rün*a, iPÁ, -tiipant;i:,
tripszin inhibitor és Triton X--100 a §ig:na cég terméke volt.

J
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Az A231B?, f ura-2, f r_rra- 2/AM, ionomicin és TFEN a Calbiochem-t,31
származott.

H-7 inhibitort a Beikaga}<u America Inc. (_St. Petersburg FL, USA)
.t,cegtot, a porietilén gIikoIt a Serva céetŐI vásároltuk,

A HNOg a Carlo E]ba cést81 származott, A CaCl;, FeSOa, }1gC1'; és
ZnCLz nagytisztaságú Merck készítmények voltak.

A difeni}-oxazo1 ós az 1,4-di(2(5-feni1)oxazoit)benzo1 a K,:ch
Lisht Laboratories terméIte volt.

Az x537-A a Hoffman La Eoche-tól a digitonin a Fisher §ci.entific
Co. tól saármazott.

A BMA 030 anti-CD3 antitest (Kurr}e és mtsai, 19B5) dr__.'F. Sei}er
és d,r. R. Kurrle (Belrringwerke AG, Marburg, ns=rj aj#ep_a wc,lt.
Az antitestet ismertető }.özleményükben a szerai3k az arrtites+-rrek a
BW 264/56 elnevezóst adbák. Azóta az antitest a B},1A 0 3ü
megjelölést kapta.

A aH-euin2,/AM (370 MBq,/nmol) és a (tr-32P)-ATP (110 TBq,/mnrol) az
Amersham cég §yártmánya volt. Néhány kísérletben a (Y-ZZP)-ATP-t
az Tzotóp -IntézetbŐl (Br-rdapest) vásárolt 32P-foszfátbÓI (i3
TBq/mmol) Glynn és C}rappe1 ( 1964 ) móclszel,e szerint állítottuk
elB. A (20-aH(N) )-f orbo1-12,13-dibutirátot (700 GBq/mmo1) a },Jew

England Nucleartól, a 3H-ur:idínt (742 MBq/nmoI) az Tnst. for
Beiearch, Production and Application of Radioisotopes-tÓ1 (Prága,
Csehszlovákia), a 45CaCjIz-ot (4.3 GBqr/mmo1) az Izotóp Intézettől
(Budapest) vásároltuk.

A fe}használt többi vegyszer mind 1egalább prc, ana1 tisztaságú
voLt.

/
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5. EREDI{ÉNYEK

5.1. Forbol észter hatása a nehézfémlonok mennyiségére és megosz-
lására T Ilmfocltákban

Ahhoz, hogy t8 t<eraesünkre, "milyen szerepet játszarrak a ne-
lrézfémionok ; T limfociták két jeltovábbí.tó retrdszÉre körötti
kö}csönhatásokban? " a várlaszL lrerásni kezdhe.ssük, elŐszÖr arra a

kérdésre kellett váIaszt taláLnun}<, hogy "van-e esély erra, hcEY
a nelrézfémek egyike-másika ilyen szerepet betöltsön?". Emiai-t
szükségessé váIi'annak a megvizsgálása, brogy vajoi,r kíséri-e a
nehézfémek valamifé}e koncentrációváltozása a vizsgálrri kívánt
egyik (Caz + -alapú) , iLletve másik ( f elrér je }rináz C_alapú)_ l"I,L1-
.rátuitO rendszer iartós alrtiválását. A 3. f e jezetben ( "cé]-1ri+-Őzé-

sek" ) részletezett okok miatt a ne}rézfémiorrok koncentrációjának
változásait a fehérje kináz C rendszer aktiválásával összefÜggés-
ben vizsgáltu}r.

A különböz8 sejtekben található ne}rézfémiono}r kimuta*",ása és
mennyiségi meghatáro.zása sokárig igen nagy nehézségekbe üt}tözőtt.
Csak a ÍeeutOÉUi. időkben a roncsolásnrentes analitikai nródszerek
(pI. rönteánfluoreszcenci.a), iIletve az atomabszorpciós eljárásc;k
i!irőáe"eiei vált lehetÉjvé ezen igen kismennyiség{i arryagok kon-
centráció jának meghatár<rzírsa .

5.1.1. A nehézfémíonok mennyiségének és megoszlásának röntgen-
f }uoreszcenciás vizsgálata

A röntgenfluoreszcenciás niérések elvét és az általunk a]-ka]_ma-
zott 1tíséiteti körülnrényeltet a 4.3.1. fejezetben ismertettem. A
ábra 109 nyúl tirnocitábó] izolált magfrakció rörrtgenfllroresz-
cenciás =p.tt"o*át rnutatja be. Aa alacs<rny energiájú {2-3 }reV)
röntgen fótonok ígen lrisrnérti;kü felbontása a 1evegőben valÓ ab-
szor§ciójuk követkézménye. Iey röntgenfluoreszcenciás mé:réseink
alkalmávál az alacsony rendszámú elemek közül csak a Cl-t, tudtr_rk
kimutatni. Azt, hogy mórése;ink.ezen lriányossága valóbarr a leve-
áBU"" .r.rO abszorpcióra vezettret8 vi§§za l dz is i8azolja, hogy a
|rasonló elven alapr_rló EDAX-os mérések esetén az elelrtronmikrosz-
kópban uralkodó .rákrl,r* mellett a Cl-on kívlil a }ia, Mg, P, S, K é=

* Ó. is kimr_rtatható volt ( rd. 4.3.L. f e jezet 3. ábra) . A nehéz-
férnek közül a vas, réz és cirrk Ka vonalát, valamint a cink kicsit
kevésbé intenzív Kp vorralát tudtuk }rimutatni. A mangán 5.9 keT/*

ná]_ jelentkezö Ka és a vas 7.0 keV-ná} megtalálható I'rP vonaia aZ
esetek többségében a kimutathatóság határán mozgott. § y{:z Kc
vonala &z alkalmazott kísérleti körülménye}: között egybenosódoti
a cink Kc vonalával. Az ólom La és Lp vonal.ai a mintatartÓ};érit
alkalmazott ólom-kol1imátorbó1 származtak, rnint ahogy azt- a hát,-
térspektrumbarr való negjelen6sük is igazolja-

A kísérletben a nyúl tinocitákaL eltjzetesen TPA-va]- (20 :l}i,
90 perc , 37 oC, "TPA keze].t se jtek" ), illetve a TPA oldószere};ér:t
}rasznált DMSo-val (0.05 %, ..90 pelc, 37 oC, "kontrol1 sejLek")
}tezeltük. A TPA kezelós időtartanrát ( 90 pe;rc ) azok alap járT a3

"iőr.isérleLek alapján határoz-tuk n]e8!, amelyek- a:'L mutatt.ák, 1-,c,gY

/
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RONTGEN FO{ON ENERGIA (teV)

ábra Nyírl tlmoclták magfrakclóJának
cencia spektruma

röntgenf 1uoresa-

A sejtek izolálása, 20 nM TPA*val 37oC.on 30
percig tcLrtéri8 inkubáIásuk, a nukleáris f::akció
izolá].ása, valamint a rörrtgenfluoreszcencia
spektrunok felvétele a 4.3. 1 . fejezetben rész-
letezett módon történt. Az egyes spektrumok }rá-
rom különál}ó mérés repr€zentá.rrsai (Csermel-y és
mtsai, 1!87 /a) .

a _timociták sejten beIüIi Caz+ szint emellredését 90 perces TPA
el8inkubálás képes a leghatékonyabban gátc,lni ( az erednériyek
részletesebb ismertetését td. az 5.4.1. fejeze,bberr). Mivel a
nehézfémek szerepét els8sorbarr a Ca2+-füge8 renclszer gát]§sábaa
fe}téteIeztük (Id. "célkitűzések"), íay logikusan adódotT-" köl
vetkeztetés, hogy a nehózf émek eloszlásána}i megváltozását els';!-
sorban ott ke1I megvizsgálnurr}s, ahoL a Ca2+-függő rendszer gátIá-
sát maximálisnak találtuk.

A 19. ábrából látható, 1rogy TPA kezelés }-latására a cinitnek a
Kc és Kp csúcsa jelerrtőserr lecsölrken. Mivet (1) az egyes magf rak-
ciók szátaz ttinrege és f ehérjekoncenLrációja neln különbözöt.t szrg-
nif ilránsan, (2) az egyes mintáknak a detektorbóI mért, távo}_sága
és geometriája auonos volt,, valamint (3) aa egyes csúrcs,rk alalti
terület kb. ar&nyos az at]ott elem nrintabeLi ltorrcenlrációjó.vai
kimondható, hogy a cirrk I{c és Kp csricsának csökkenése magfrak,:ió-
beli koncentrációjának csökkenésébőI fakad.

A tumor prclmoter forbo1 észter által okozott magf ra}rcióbeli
cin}< k,:ncentrációcsökkenés érdekes hasonlósárgc,t mutat Yaron és
munkatársai (1976) ererJményeivel, altik azt találtá}:, hogy mal-ig-
nusan transzforrnált limfocitár}c sejtmaejaiban a pink n}el]nyiség6 a
"normális" értéknél jóval kisebb.

/
56



CITOSZOL

(Ú
H
t,
].J
(0
o
o

a
r()
{J

0)€
OOO
-,l

+ TPA + TPA

kontro11 kontro11

7

RöNTGEN

9

FOToN

105
ENERGIA (kev)

109

ábr:a Nyúi timoclta mikroszóma frakció és citoszo1
röntgenf luoresacencia spektruma

A sejteket 20 nM TPA-val 37o0-on 90 percig iri-
kubá].tr,rk. A szr.rbcellrrláris frakciók iz,:1áLása
é.s a röntgeirf1uoreszcetlciás spektrurnok f*]i,é-
teIe .:t 4 ,:3 . 1 . f e jezetben leirtak alap járr t.ör*
tént. A beirrr_ttatott spekLrr,rrnolr hárL,m 1,.tilöná]]ó
nrérós I€p!]t3z€frtíinsai (Cserrnely és nts:i,
1aR7la).LL,v l /

A 20 . ábrán a mikrosrómá ]-is és a citoszol i1..r-rs f r:akc:ó,i.-
röntgenf luoreszr:encia spektr:unr;r j-t nrut,atom be. .liz adatc,lrbi,], n*gál_-
}apíiható, }rogy ezen szr-rbce1llrláris frakciók esetében a ma§l,";tl-
éppen eIlentétes f olyamat, ;r c.r riktarrtálorn növeke dóse za j lott le .

A 2. táblázatban a_ Fe, Cr_l, ós Zn Y,a csúcsánat}r kclrrig;íi}t terü]-e*
tét adont meÉ. Az egyes ter:iilet,,rk jót je;]1enrzj,]< az aL]crtt e}en re-
1a"L,ív koncentr:áció jírt a nT j.ntáb;:,ir- Áz adatolr szerini 3 rnag-, ii -

letve a mitokond::iális f r:als,:i.í,, ,::irtktartai].mának szigni f ikárrs ( 33 ,

illetve 60 %-os ) csök}ienÉ:se .l citoszo1, va}arnirrt a ni j, ltr:c,s z,',nlák
cin}qtartalmánalt jeLe: lrtŐ:; (2.7 - ]inijl,es, i 1letve i _ 6-szeres ) növc}:e-
désével pár}rr-lzamosan niegy végLle TPA kezelés lraLásár:a_ A n:,ii.js:.:t,
áIta} kimut;rtott másik két neliézfénr, a vas é;; réu igen l-iasi:tli,_,
(bár nem szigníf ikárrs ) .ráJ t-ozásokat mutat. l l\ ri_]. 3:},3,:-
bemlrtatott mi}<ro,szónráIi s lijnt.g.,,,nf lrroreszcencia spe},tllimc,k eseién
a vas menrryisége -,-aza:1 .t c-l5,ili]5 alatti teri-iiet- - száiic,tt.,,",3r=:i
rragyobtr a f orbol észte:: kezel l, mirrta esetét,r a kon+,:roll n-lii:t.a
has,:nló órtólrénél. E rlc],le}iedtl:i artrnban az össres :néré:: át ]:,ÉáL
tekintve nem szignif i}..áns ::Ir]. 2, táblázat-- )
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57



2. Táb}ázat

A nehézfémek egymáshoz visuonyított mennyisége kontrol1és TPA-kezeIt nyúl-tlmocíták- ;;;il"íiüia"i= frakcióiban
nelrézf ém

Fe 4.B 4.B(0.3) (0.5)

Ci_r 1.6
(0-+1

3.6
(0"2) (

]..6 1.1(0.6) (0.2) (

.0 1.6

.5) (0.1) (

o.4(0.3) (

a l{rr csricsok normalizált érté}re
rnagfraltció rnito]tonrll.,j.um mi}croszónrálrkontrol} J-TPA ]rontrol1 |TPA r.""iri,Íi -l_rpa cit,:s zo ]-

kontrc11 +TPÁ

'-a.C/^,J-v .t ij(C,3\ (r) a)

1Á', l
ín ,4\ r^ l)
\w.-l) \') aJ

2.4 :] . a"*(n 1\ /^ r)\
\V..J/ \L,._l

]"

0

0
0

,,J

0

',,],

,)

a!

0

o.()
,1 \

.6

.+)
.4
.1)

Zn 10. 1 7.0XX 3.0 1 .2x t.4(0.2) (í].3) (0.3) (0.4) rÓ.z1 1

*: szignifikáns küIönbsóg; p ( 0.005*:t szignifilráns különb.sé§; p < 0.001

8x*
.)\

Az e8ye5 számadatok a Fe, Clr +i,,; Zn |ic, csúrcsána}i ter|lletéi jeJ_ké-Pezik a háttérre, a ninta geom,_,,t..riájára és a 8*fotonf l]rrás iriten..zitására való korrekci.,5 utin. A Z;"i; csúr:sána}r ter:ill eLéL a veieegYbemosódó réz KP csúcs teriii,:téve1 is }<orrigáltuk. Az adai,:1lhárom mérés átl-egérté}rei, A zás.,,3l"r"r.U"" 
"q vorratlrozó standard ,je-viáció értékeket tilntettüj< f ei . A - 

szignif ikanciaszint ekei aStudent-féIe t teszt arlapján }r;itározt.,i. *"g,(íjserme]_y és mtsai,l9B7 /a) .

5.t.2. A nehéafémíonok mennylsé§ének és megosalásának vlasgálatap].aamaemlssaiós spekirof"t"rout"ráváI
UgYan a rÖntgenf lr-lor:esacertr:iás rnódszerek **ggy8r/J"r, igaz,ll -ták, hogY 

' TPA jelentősen negv.íltoztatja a rre}iéiia*"r. e}os zLá-á+.a nYiil timocitákban, mógis a }iísérleteÜ nrás mó,l=zerr*l való ;n*€_mét,lése mellett döntöttünlr, lrogy a nelrázfémek =.;j;;; b,l1ü]_i nret.;,-nyiségére, ennelr vál,t.:zásaira-iie csak fél-kvant].t.rii.,,, }tan*i.:l .,,a-.lóban seámszerű adatokat nyerjiirrk.
A Plazmaemissziós spektrofotoinetr:iás mérése}t során a röntgen*f luoresacenciás méréseÉkeI n "s"ey*rá".r*,rgy.rrcsak }iorrtrc,}l, ilie +_-ve TPA előinkr-rbált nyúr1 'b j.nl,rci rliir"i i. eaelq szilbc,:1ir_rlár.is f r:=}:-cióit viasgáltuk. A TPA kezelós kártiirnényei t ió 

- -.,rl, 
90 p€1.,],jT " C ) nregegYeztek a_ röntgetrf 1r:circs""*r."ia= rrlérés*knéi .r,]_ka]_n.:,:,:..-,tak}"a],, sőt voIt olyan üísórlc t. , "h;r 

-a 
kétf él": analízi=re s;ál,t_mintíit, Pár}rlrzarno5an }réscítettui}t ,i1, j.}1".t..* a r.önLgenf ]_,;,__,res:l],:.i.__ciás mintákat vetettük alí,r ri p1 azÁa"ni==ziós méróshe z 

'züir_sár_:.r.:salé+ureimsavasi roncsolásnak ( r,.l. 4.3.2. f e jezet) .

Az 5 x 109 t,inrocitábÓ]. késziilt nlintálr vizsgálata sor-án As, C,_,,Ga, Hg, Li és Se je}enlétót neni:ii]rerült kimr-rtatnunk. A sejt:1,,n,-!,.és szrr]:celluIáris frak,-:i"ój-]rnak,r,i,onryi. menrryisógii Al, B, Ba, C,j,Cr, I"in, MO, ].{i, Pb, §r, Ti É,,s V l-.altalrnu}r vo1. l, ü3 ezE]n ki_: ]l;.li,./_
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nYisei5ek nern változtak nreg srii;rri.f ikánsan (p<0.05, Sl_r,ld*nt*iÉ]_t tteszt) forbol észtei: }rcze,lés ril;itá:;ála egyi}t vizsgált íra]lciób:.r;Sem- A sejtek ó.s egyúá fral.i,,;iói}r által tartalmazr,tt }{a é:; y_

merinYisége senr nuttatott saignifi}rárrs váLtozást i{ forboi észterkeze]t nrintá}tban a }rontro}1 min+,áklroz }<épes+, (treni benuta|",LiaCatok).

A 3. táblázat a Ca, Cu, Fe, Mg, P és Zn rr;,i1! tinocitákba:razok,szubcelIuláris fralrcíói.lrarr niért nlenn,yiségét adja nieg nmo]_,/,
I 10§ se jt egységekben. A táblázat első kót r-,:zlc,i,:t kcnlrr,] 1TPA kezeit se jtek egéserlrre }r elc=mi iissretételeire vorratko:ik. A koszlop adatainak összeve,téséből kitünik, hogy a timociták ca, cFe, P és Zn tartalma ntlm váItozile ,szárnotterljo., TPA l<ezelés }_.ilsára. (A vas mennyiségérre}r csökkenése a viszcLnylag nagy sz,lr.miatt nem szignifikáns. )

Ezen eredményün}t elég nyílvánvaló 1enne abban az esetben, h;, ,.1sejtkult,Úra elegy nem tartaln:rz,ná, a szóban fc_rrgó eIc,:nteket. Ebb*;raZ esetben a sejte}< nyilvírnvarlóan neni 1ennéneÉ képese}t fe]_r,enniezeket az eLemelretl ótr adcrtt elenek (küIörrl;sen .1 nehézfénei.,)1eadása Pedig sejttln b,.:1üli kornplr;xeik nagy stabil j Lársa l::j_a*,1_lenne akadálYozott. A se.i tku} Lúr,a elegye}rn.,É . Ca és P F__.5szei].,.i á-1is alkotórészei . Az általunk használi elegyekben a 4. tábiá;::ttanulsága szerirrt a nei-rózfémek konc-"entracie ;a igerr ="á,*;;i;;';tÖbb mikromÓlnyi volt. Íe:y a kísérleti káriilrnények köztrtt avizsgált elemeknek mirrd Ieaclástira, mind feIvéte]_ére soI kerLilh*-tett volna.

UagnézigB

A f enti PÓldákkal ellenté-bben az egyet}er:. olyari elern, aniely:l-kegész sejtben mérhető rnennyisú6,e rorÜár észter kezelés hat,ásáraszignif ikánsan megvál,tozottl 11 Mg voIt. A }<ísérleti körülnénye}:kÖzÖtt 5 x 109 TPA-val kezelt, Lirnocita Mg ta::talma több nir:t iccnanomÓllal volt több a lrclntro11 se jtekénéÍ. A f e]vet,t ll"i.ao.názi llndöntö mennYiségét a mi}Ero.saórrr,':,lis f rakc.ióban tudtr_i}< kinrutat,ni.Erednényeínlr jő egyezé:;t l])tltai n-k Grubbs és 'llaguire (198s ) er-,i-mén5ueivel, a}tik f<irboI észter l,;czelés lratására S49 limfórna sejleknragnéziumtart;tlmának növe]r,.1,1í:l,.1,rá1 számoltark be, Erecinréni-ikszerint a növekedés szelektí_.". vr-llt, Ca-ra nen terjedt ki. Emérés,i eredmónyek is me8icE:yezlrr,:.k ;tz á]talurtk tirnr,,ci".ákon kapot-
ta}-,kaI .

Kálcium és foszfor

iták összes Ca tartalna nem vált,-,:iir TPA }r..;,;,14=
se j terr b,: l í,i1 i,: l os z lá.tsábnrrl s záln,,_,,i-te.rÍ .,,á i iio : á.,:,i.
( 1d- 3 - tráblál:.rt ) . Adatain]... t:tnr,r1::til,a szerin1- :innyiségt, csakn,,,iit ká:tszeIesér,, ,.á1 , :i, ii,i L.,1l,ri:il::; átartzr] m;r pec1 i11 }rr:ves*lrb niirri, f r;]-ért c.:ökk*:i ,:i
kezelés-; 5cJl:án. A foszfor ntr;rrrlyis,-1gébetr }:a:,rr1;ok tapaiszt,allrai-ók azza1 a kür]ijnbséás"]", i:;g_i. e
zf ortart;rltn.:r .i:; nagyobb a }:.-,ritroiI órté}:r,é]- TPAetérr" A nrag- é,::, rnikroszómális frakr:i,1; ft--,3;zf,,-;L+.:t--
désóbe bi.zony,i r,;r közre játsaill ;1z itt ie]á]].:t*_ _elés hatására t.i:,irövetkez8 intenzív f,:,szf,:,ri]á:l:,-
enre].}recli-,:; clölltlj rész* tnj.nderr i: iacl:tryal illí.5 l]i.:l,.lf-:,,

a5

.1 -tj _.

|:L

Ll ,

§S

}Joha a timoc
}ratá_sára, a Ca
tapasztalhatók
magfrakció Ca me
1is frakció ca
timoci ták TPA
irányú változás
mikr,rszómák f os
keze]_t se j Lek es
talrnánatk emelke
f ehér jók TPA }tez
ja is, noha az
-,-ezct}re*-3 vi55ua
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Nehézférnionok koncentrációja néhány gyakrabban használt
sejtkultúra elegyben (r-i!,í)

?n

Fe
Lu
Mn
Cd
L,-lo

összesen:

Eagle MEl"l
(oKI)

1tr,
1.0
0. (:}B

0.005
n. k.
0.04

Eagle MEM
( OiiI )

J. tr ö_1 Tinq

RPM] - 16.t0
( Gibco )

a.7
no
nA
n. 1,;

n-lc
n.k

nnl lTií.,r,n1-1E,r.L)
/ Conrr: \
\ LJvl Y g 

/

q
.J
._) .

í'l

O.
0.
0.

f)

0
)
^a
2
04

2.4
1.0
:.3
c.05
n. 1.:.

0 - 01

Z.b o1 ?)

n. k. = neln kimr:tatható

A fémek koncentrációját az egyes elegyek 20 rnl*érrelr ]icfi]i;álá-
sá, kvarcedényzetben 2 rnL }rorrccrrtrált salétrom5e-v-vá1 ]_ .",aló 1,oilr]3,;--
1ása ( 120'C, 2 óra ) , valanl int 5 nr}-re való ]iigítás utárr iCAF
900Ö*es plazm"a emissziós spe}<trcif otomót,eren mérttik. Az értéi<ek 'j
mérés átlagértékei . Az SD*k a rriórt értékc,k 10 iá-árTí-r1 kl_s*L,Lr_-i_
volta}.:. Az egyes értó}reJs a, megfelelij deszLi].t.áIt vi:,:s }:isérle1-
értékeive1 helyesbítetteJ<. A }relyesbítés .Jgy .lsetben sr:In }raladt,a
meg a mért érték 1ü 

'/"*át,.

A T 1imfocitákban rnórt ijssr,es Ca tartalorn j,3 e1yeaést nula1, r
WaLler és mtsai ( ],984 ) á}ta} mÉrÉ}ratárj:ozott óri.ék}rel . Azci. };í sér-
leti adatunk, anely szerir:.t ei ntikroszónrák Ca i-artalna nem .,.á],Lo-
zik TPA keze}és lratására össalrangban áll Cox ós Car:ro}} ( 193e )
eredményeive1, akik }rirrir-r,Laiták, }rr:gy TPA neni oirc.,z seinni_f é}e .,,á]_:
tozást a membrárrkötött }t].rlrte-braciklirr fluoreszcenciájábari. i{ive1
a klórtetraciklin flr-toreszcenciája a membránhoz kötc]t_t. Ca n.*:,nr,*-
ségének f üggvénye, Cox és CarroL} nregf igyelése szintérr azt tá-
m.:15r.t ja a].á, }rogy a tni},,roszónrái}r Ca tartalrna TPA kez,:1és liat.ás::::a
nenr váltoaik meg számoi,tevl{en.

§9h§zfémek

TPA kezelés hatására a 1egkiter."j-ocltebb vá].lozáso]:at 3 nej,á:lé-
melt szubce]-lr,rlári5 mego5zl;isa mutat ja. A Cu, F. és Zn metinyisége
e; F-jgye5 se jtf rakciólrbern h:rsorrló rrrórf on változi}:: a ií1;)E]- é. :;,i|:,--
kcri,jriális f relrcióban ,:sij]rlren, i1 nrik1,osaómá}ib;.ir és €i ,:itos;,;_l baii
peclig emelkedik. Cu és Fi, esetérr. a változáso]i kevésLí. ki_f e;,_:.,:
te}< (bál szignif ikánsirk). Zn esetéberr viszont a féni llegy,:{r,,ál-ilú
átrendezőclé:;e következik be. Az 5. táblázat a 1irrií'c,,],i-,táktiiin j_.n-

lálirató nelrézfómek nter.tryi-:;óg,l,y6 a!], irodaIc,mbarr ei,'jf,:,r:,jLri,];t,].-:L,_,,-
kaJ, tartalmazza. ,$aját ét:t,í:lr,, jrrkeL (1d_ 3. táblá:;,t, 1. r):*,]],_,-
pa) az irod;r].nli ada1;oltklti,,illi,beve:twu neg;111apíthatjl_i},;, h,rE;, ]:
á] ta] unlr mórt értti}te},. í-lz j 1,odalrlrlib;in kozij} L úrt_i}., 1-:ri_,t.,ina_i.]7i_,i,

be lLiI 1T elyezkednek eI .
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táblázat

Különböz8 nehézfémek mennylsége limfocitákban
aa írodalmi adatok saerint

Fe Cu

5 x 10gsejt)

T lodelnri h;v;, t-1,_c,::á:Zn

( rrrnol/

7220
L7 20

790
10 B0

790
300-750

340-1230
20 60

430-7 30 40

20,- 1B 5
]10*360 30-31CI

Vallee i::. í,l jb:,,rr, ]-348
WoIf f , l95t]
Ilrederi.,,:lls i:::) rt.Lsai , 1 36C
Denrres és mtsai, i961
I,11rite]rouL-:e és n)*-:;ai, 13E2
I{anLer:,!s mtsa.i, i9g2
I]in}rs é:; nrLsaj,, i$B2
Isl-riganra .'1,s t]i:iii, i935
Carpentieri é:; n,l-sai, 1??t.

A 3. táblázat uto].si, ltét oszI,:párrak %, os ért.r}'.ei ,:r'ra
vonatkoznak, 1rogy a3 98ye5 szr-rbce}luláris frakció}rb;rn a3 a,jol-'-
eIem egó5z 5ejtben 1évtí nrei:rryi..ségónek }Lány száea].éll.írt, találiulr
üe8, nyertük vissza. A "visszanyerés százalé}r;t" solra nerr-, }lj-s=L,},
BO 

-%-ná1, &z íjglyes elenle]s, es,ltén a }<ontr.,oIL és TPA }re:elt, s=;1-gx
visszarrYeré.si százalók;r pedj 8, 5 %-ná1 ttibbe,]_ egy ,:set,be:r 5i-:l,r

különbözik egyniástó1. Ez al,ra r_rtal, 1ro5,'y ai!" eienlei< sziil.,ce}iLriá: j-:
mego5zlásábarr TPA keze.lés ]ratására nregf igytrlt váltc,zás,-rk nei;
tudhatók be az ardott eL.onr s::elt:}ttív el_vesatósérrc}c, il,'iüJ,Vg 9:tjni'-

- ..ll- ,llnyezésekböl r:redö szelekLiv Feldúsulásárrak-

!"íirlt a}rogy az a 4.2, fejezetben enrlítés::e keriil]", a nag- és
mito}rondriális frakció m.;ls sejtfrirkciók kis nr*nriyiségei+; is *-3'--

talmazza. hz egyes szenrryez{{d-;.sek nerrnyisége inkább a3 i zo}á]ás
módjátó1, .mint á- 

"* 
jt nil.yenségérŐ]- f iigg, hi5Een a 5zönrr/€=3,1é=e-

ket jeIz8 enaimaktivití:s,:,lt nagyol} ]lasonló m€goszl.ást mutatriak
különböz$ tipusúr T 1irnfocitált, ELl ]irnfórna sejtek, iiletve l,.o:-it-
r.otI és TPA kezelt Iímf ociták es-otérr. (Ferber és rrtsai, 1'l72;
Kaever és mtsai, 19B4; Szar,er]. és mtsai, 19B5, i1].etr'.: ,iEr:, §3nrr-,ii,a*
tott adatok). Tey ezek a }rer:eszt-szennyeződése].: e s::,utlcellr:lár:s
e]_ tlm-ntennyi sé geke t, meg}r a1.ároz ó adataink ab s zol írt éytéi'.ét b', f ,: -,r' á -

sollratják ugyan, de et korrtroll ,is TPA kezelt linfocitá'}i,irf-Ó]i':i
közö*,ti össz§}rirsonlítást n,cj])j zavarr já}r -

Qe s*z ef o61al ás

Fiazmaemisszii,s spektlof otc,metriáva1 1retpc, 1-.t l,,v;irl 1: i tatív *r:t,j -

mérryeitrk alát;í:nrasrt já}t a l:,L'lnt,genf ltr.:,res;;cenciá:,; e i já. ássrl iia;,:',:
f é] -kvantitatív 1répet. },1i.ndlrét lrlridsrer ítltal },,aFotl, =tla1-,li'- a.l':-1
r_rtaLn;rk, hogy TPÁ kc;;ieIés a nehézféne}r slírm,:,itorv,/j átr.:r;,j=;|:1-
désóhez vezet a tirrrcrcitákbirn _ A m3É-, il}elwe ni*,okc,ndriái j,,:

f rakcióbóI a nrikroszómákba eis a cilosr,:].ba va] ó rre]ró;f érn ( ]:irl , -
nöslr,_ipperr cj.rrk) ábhe]_yezédés .t TPA szíltnos további }l:-rtíi:áiak 1',-,r'-

rása lelret,
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5.2 A nehézfém ionok zavaró hatása az intracelluláris ca'+koncentráció f luoreszcenciás r"et"iá"J"a=auu,

Miután bebizo_nYítottu},:, h,.-,g1. f errrrá],I annak az elvi _l ehr-tllqií.ígho8Y a Protein kirráz C rerrtl:,;ll*r akti"irJá]=" "-c;ir.rE§Í";;tti:viteIi rendszert, a rre]réaf énrek ,."gít;;gé.,,e1 is bef of vác;r-l_-l rr i ( .,-,-,*báIYozni?) képes (I.J. 5. 1. fi,.jeieti, -; c"zi:l,i*";á'i-;;;;;;" :;ii_válé'dásánalr megbízható mórÉ.sót ltelt eit beálritaiinit. a Cai + _f ,,iggi1jelátviteli rendszer alrti.vÉr.],ó,c'lásáne}i r"Jxá"""i"r."gur, jel_e a.l€j*ten belüli szabad Ca2+ k,lrrr:,lnt.,-l,áció (Cai j emelkedése_ E t,,llv=r,efkimutatására érzé}teny flurrre:;:,,;cerr5 teclrr:Liká]r á_l1rrak ,-J.,á..]ií;]'J-sÜnkre (ld. 4.4.7. f*jeaet). Az ezen teclrni]ták ál.t_etl kapr;|1mérési eredmérrYe}<et a.zonti;rn. .f rielrózférnic,nolt jelenléte t:rt+u',:1 i*.o,.,torz-Ítja. A jtövet]<ez8kberr e t.r_ll,-,ijító }rat.ások óst,}r}<eniJ=j.-..,;-iii;;'-ve kiktlszöbölésére al]ralnta.s u::1,.ílráso]r:ti nutatoin tJe _

A nehózfémeknek a f]-i:c-,lti;,:,.,:,cenciás méré:iekeL tc,r-zító l-:latása,abból a két ténybŐI fakad, }rog;,
a ne}rézf émek af f inít.á.sa a_ Cai nreghatárc,zásá::a szolgálí-, f lu:,-reszcens kelátoro]shoz a C,jZ+ *éná1 nagyságrenclelr},"r r-'.rey;!,L,illetve, hogy
e kelá,torok nehd;zfétnekl.,e,.i, n*m*peznek, íEy a nelrézfénrelt.._l CaZ1ciá ját kiolt ják (:i,l. 4 . ,t .7 .mtsai; 1983).

flr_r,:reszkáló konr;-1e:le]iet, }é*
-}<c*]_át,or kornpl_ex f ]_u,:rese.,jll-
fejezet, illetve l]esliet}i é.;

A fluoresucens ke]átoroklr;,1 kö].csc,nhatásba ]rerülí{ rrc.hé;fár:l*]._alaPvet3en két f orrá.tból szírrm,:.ri:}ratnak, Iehetnek ext,rac*:llirlár,i s,illetve intracelluláris ,:rc;tfi,lt.iielr. Az extrace]_1rrlári5 úr-*c]*L,rjnehézf énriono}r a }ralibr:á] ási *:1,-i í'rásrráI okozlratna},: zá\lii].rllr,ai. 2-/intracelluláris nehézfóm-:itL,rrr,Lyiség a kercleti fir_lor:e=;:.;;:r;i i;19o'ít}ratja. A további;llib"tn ' ,-,IőJzör ez extr:acelluláris nehéz_fémionok zavaró hatásaiL 1-ekini;jük írt.
A sejtkultÍua elegye}r számoLtev6 mennyísógű rrelrózfémion*5zúili,-nYezést tartalmaznak. A neirózfírrile}r c;sszesíte]tt k.,rr"*r.t"á+ciója :_6PM kÖaÖtt mozog (Id- 4. tír|.l;i;:;rt). A 2I . anre" |-;Ü ZnZ+ iralásalát]rabó a cluin2-vel történő intráccí]uláris C;r2+ krlncentrá,-ií,meg}ratározás különböző tatibrá-}.isi el-járásaira. Az ábra A-C r-é-szén a különbijző se jtpernleabi 1izálág]. múdsrereket ( Á, Tritc,n r:-100 detergens, B: iori,:nlicil_C1 i"ri.,iJ",'C, A231B7 Ca]ior,ofór, ]_d.4,4,L f ejeze't) alkalmazó }iíseir"lete}ret'clrelex- },;""ii, í§y Éyak.,r_latilag nehéaf émekt8l nrerltes ].,;_izegbe lr vógeztük eI. Az ábra il*E

:,í="í:^"gl?::ru" kalit,rációs el járáso}r;rt ismételtük rneg úéy, i;og|;,aZ l\--U reszen al}ralmirzr: t-t, kil;,:,,,g]rez 1 rr}í ZrrClz -crt "at,rr-ri. A;ábrárÓ1 1eolvashlt9: }rc,gy Znti].; ]ot tartalrnazó el egyek e.sei,ii i:)F) a quin2 nraximális f 1uore,s j.(]en(-já ",L, csak ti.=nrJr.riyr;;;,:í 
-"niia

kelátc-'r 1rozzáadása utárr érj e1_ ,, (Az- uÖlia kelátor 3 cirr]r i(Jr,il:,,kilJ., }.Ca2 +:ná1 több nagYságrenclcle,1 
"rlji"ÚU"., 

-in"ti, 
így niár, ]ris ijl€.l/ ; -

'Í_e" is elegerrdő ah}roz, 1rogy :i:; o1dat, ,szaLracJ 7,.n2 + }1r-rrllr-_i-,- rá,- : .. : -.el}rarrYagol}ratóvá váL j,;,y1. ) Ár, ;,ll.,;:;t A r:í:szón a:; EGTA ';;,;;, i",;,,;,:;]f 1uoreszcencianöve}<edés ( "a" 6i.,rbe) annak ;r }:i-,vet}:"";;;;:; 1:r..;l;hogY a Tritorr X-100 feIs:i;,l.,;r.li|.ja á ,,*jt*r, beltili riel-rézféni,;t,oi.:{=gY riá:;zét, E f ':1Yatn;it J, f,3i,: + ti,ler*gzi:ésére sc,ii]ri, 1 :=eitkt i,;*_,,i-,ionomicin, illetve A23]-B7 e sel,:,:li jóva1 lq,:vósbé }röv.: b}:ezi}: bo_.
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ábra ZrrZ+ ionok hatása aa intracelluláris Ca?+ koncentrá-
ció meghatározására szolgáló kalibrálási nódszerekre
quinz indikátor esetén

UÉyanazon (lltin2-vi]]. töltijtt sejtprepal,á+lliilr,-)jl l.ál,::".,|,küIönböző lcaj- Lj;r:á , ,],s t:l járást pr,,';}rá,l Luri,i,- ki. A n,; ,':
k;rlibráció Tri-i.ari X-100*za1, B ,.íí5 E: ka]_ibráci:
iorromicj,nne]., C é:, E: katIibráció A23187-1r:l. hz *islj
oszl6pban tí:vij, llj sérlet,=}ret (A-C) c},r,,:1e:i ir-,o.] i.

médiumban, a n;1,:;t_rr]_.il,; osillcrpbeIie}ir.t: (D-r) 1 r.l{ Zr,Cl: -.:*-

t,artalrna;ró c}ie]_ex ].;,..:!tÉli nédiurnb;rn r,é6,eztü1,;. i,' n;,í] iai
jelöIt heIyelre,rri rr 'i.övet}rezá1 adclíciJ,'ll tör,t,é,r-.+,,:1.-: *.iji
súlly ?6 Tritori X:1{-,lí] , 5C} T}},í ionorliicin, ?ü0 n}"1 A2l1X7 ,

0.25, vagy 5 nrl,l na:TA, L'} .25 mM CtrC].i:, 20 tr:|,{ Tris, ]-a ii,i
MnClz. Az "a"-v:.]_ jelölt görbé}r í qr,r.iri2 töl*;ött :,,:;+-:"'2,-

fIuoreszceIICiiját, i,l "b" jeIüe}r pedi5 il,_-5a}-, ci:_;-*.:,_:i _

szulf oxidda1 lrez,:l i,, }<ontro11 sejtek ;j.űtof 1t-io::es:,]..,n,:iá-
ját jelöti}t (Cs.:rlili:;l.;/ é.:; S,onrogyi, 1987 /al^b. )
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A ne]r,ázf éniionoknai}< a:: irr t:,-;ic.,
'|orz jtó lratása még 5acin]1]€jtíi"llirt,,:l-1,:i,:,s 

":1 
járál;;li ;].apjirrl .,r,,in-,,,i t

. id. 6. Lá]:lárz._rt, ) _ 
- ::'!----'---'-

lIr,rlárlis Ca2 1, ],.r,ltceirtr,ácj_,-,;ilí:r-
vá}jk a]<k,:r, l-:.tr i1 ?].,:.},r-;.r ]r.:, lC._ri ,,-.ll-l-é:J.:elrr:t ]1.:,,l;,.;,.L] í t j,.li :,:

, 1ta i] Iiehézj]énr_ir.,;1,_.,]i ]-t:r+._,.],;,;,11 .,,.. _,,e] 
_i l i_)I1, ";:t.Li,ofll_r,;l:,::-:c,,.ll_]i'.i 

!:,:r-l-_ -
.'i li:; (_-;'i2 + ]t,:,nc.t:titr.:á,._.i ,_., ( ,,.,,,,,j:.,]-,:l -,, .,,,
;] j, l_ wil] t,ir1,.,i::h;.rl_. . Á l ;i,,1 -i ,. -'.'i- . .,] U V(i-r L,.li,.(]::n;_|-1_,. A .1,ájj] :ia., i.L . ], },Ll:ll {:: !] l riili o n,:,]r j ra L, á s íi r: ali 1i,_,: i..,..:,-i ;rr_i t,,rf ]_,_rc,r*l;;ji_,i,:llJ].i.;t ]:,_,t-:. j -,-, l ,

i l_, r,,.j; l 
"r,; 

i tlI,i:i Li.t:: |",.,1 iUag- l ii,l.: l ,

A:: ú jabban alkalnrazott f ii:-rr 2 ind j ká t,tir rre]-ié3f énr j ()I}l_)].r:l li,i_itet,:tt érzékenyséséIÉíl elLér"ili.rn-...,;-'i;:odalnti }iö:léseir, a,Je+.,_,l._.!rynkj*rvj-cze='-uri"irióös;.-,,..gyiir*i'*t1eí-ró1ri::1eirr.!rryiikLer
firra-2--t, mint a qr-rin2];;i t],ché:, li,ni,rriotur,., jóv;ll kevJsLé érzéL,..:.7indi]r5t'.,rt mutat jat Ue - úgY.,rra]il.^,.-,l ::c;vidcie1 ezutár-ri 1röi:,] 6-5;ir,-,i:L _L,en Po1Ioclr 

. 
és _mbsai r ibna l .l],y ._,Iyan f u::a-i]*re iii;:";- -;,;;.-ka]ibrálási eljárást i."ri'1",_.,i,ori-á-"t.,,..-i tt.,lr,,,=]i;i;]i;::;il"ín2 + -nai való kioltlratárJea" ;rlii,,l1}.

A 22 ' ábrán bentutatot-b saját, 1rí,;,irletelrr]t nagya}-áziitr_,,t. ;r.i]ii;i]l ;i.],: r'odalc'iirlran taPasztal}rató c1]..::rrl-ri;,,"áár.,r.r" Á-i.i-;i]Ji'"t,,l, eg:",f ..]_í11igazoJ-já}:, ho8Y a fr-rra-2 inclj ]iái,,.lr: iiii;.*=zcenci ;ij* (;, qirin2-él_.y:j-,as.nlé,arr, ld. t-l*:slret,lr Ju..,nt,.;:i, i983) Ctte+, F'czn -é5 l{r:?+ i,--,;16,].-li:-etására }<ioltóclik, m;rsrei;jj 
'"i..;.,;;"f 

ényt derítei:*ir aJ:i. a 3 it,:.,__trf s kiilőlrbségr9, hogy a Zn2a. :i 1,,r,"-.i i.:1 erőte ] j,rset, íir_tc,_r:s:i..á.]_ó konrpJexet kópezl- O"i":l ül;í:j1".1}1 Zili (a 21.;i;;-i..,_.i1:.:r;):r s].-r:int') f'lLi']Yg5'g*:ncia-kj-r:]t,,-, 
_r.,.i:it.r-i,,Eea] rerr,]e].}r*ziji. i,li-,,,_,1 ar*]rézf 'ime}'; közii1 Et se j t.en t;r-,]ii1 , iiTr],r,n,* a ci L,:sll1baiir e ,:in]:f :,rdu]. elŐ a legriurgyob.Ü 

-"n-,*r.,r,y.i 

.:;órlbi:n ( .].á o,.t tr, 1 * - ' 
].itrs};rn és nrtsai, *igB5),- 

f*}t.éi.,,,r*"lr*i3.] ",,i*u:.';;i:,;l"ii;:...;
rre,lrézf ómek 

'töaiil 
ir cin}r'irab:rd tr, ,,iori.ia"ia j. a legnag;,t3|| . i,ír,,,., i:i cink j 

'--rnok a f ltra-2 f 1r_rc,re5zt:,..ii,:.iá ját sz.inte rreni L;*f l.,1..r.4nq,_,.] j::.r,_isY f ura-2 a se jte:n 1:el,.i} i, j 1l;;;; a se jtkuliúr.t';íJ;;;;;;,:.1Íjf ordui,'.., rrehé::f ám"r. ir.i"Ur 1 ],,,,:'gy.i}.o:_.ibllr:á ii ,r,.]r,r*-l,i]_ ;,,..,.:.*]ievésbé érzék,:rryne,k m,;ricjjre,tó. l,iii,J;;; j;.j;;'"; ,,,j;]'J,.]_,.,,t j á,:i,,l'-'8Y a kalibrációs el;e'.:a,.',;.]- ., 
- 

.r.rna.,rétn-}:u,r:.k,:i,:,i-i,] i,;:-,:. 3::ttén tel j€5eI) r:If r:lej [1r--::},i.,t,liéri],.. 
--'---":
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fura-2-Zn

-fura-2-Ca

fura-2-Mn

hullámhossz

22. ábr;r Fura-Z gerJesatés1 spektruma kü].önbOz8 f émek Jelenlétében

Az egyes gerjesztési spelttrumokat 0-1 ;_LM fura-2 j.l*n-
létében che],ex kezelt, módosított llarrk-f éie médiunrtan
vettük f eI. A rrrécliun-rlroz 5 r,r}1 EGTA-t,, ?0 nr!"í Tlis*t, iii .

1-- 1 pM Cuz + -t, Fe2 + -t, Mn2 + -t és ZnZ + -L ar_liurnk _ /i:
egye5 spektrunrck feIvé,LeLe sr:rán az alkalmazaL+u r'ések 4
nm-esek voltak , dz emisszi ós hr"rllámhclssz 510 ;iJli r;g,-l | _

Ca.
]_

(nM)

100

50

25

200

]-0o

TPEN A

*,Iff
QUIN2

TPEN B
l

ryáí-v ry./9^v.l\*.^./\_

FURA-250

IDO ( t-l 1 perc )

23. ábra TPEN hatása a quinZ-vel (A), llletve fura-2-ve1 (B)
töltött egér timociták sejten belüli (látszólagos) Cae*
koncentrációjára

Az egór timociták izolálását, indilrái.orok}rai i,a],:,
tö}-bését, a flr,L,:r:eszceltcieinróróst ós a Ca, ]<is:ir,í
a 4-I-, it1. 4-4-7. _t_'ejezetekberi isrrr,:rt,,_,i.,;,i-1:
végeztü}r. U8yarieiZiJ1,I sn:jtpopr_rláció €i8}, rÁs:él,lili,rl
(A rész), nr;'rsik rósze3t fr_rra*2-ve]- (B ré=::) t;:,1t
f eI. A cluirr2 i.rii,ra,:elIulá,ris }rc,ncen+vrJrr"i,i_i a í_j.5

f urei--2,-é 0. ? riiM voI,L, A l-ryílla1 j,:1t1]_t lrei-y*.n 5

véglr,:,ncerrtrírci,i jú TP]!N -t ac]turrk .r lri:t nritlti.'ii,;,a.

a_,1,,=L

U G:,; ,
,- ,l

:-''/*l

, .-u.-__ iil_

!:i! i , J-.

n}l

6,í



}ratását valahogy kcimpcrrzálrii tud julr.

A sejten belÜli ne}rézf ílInionok rne§}rötése egy o1y;tn konlple:ii,_é;.;|]segítségéveI Lehetséges, ;rnely *.) -;;r.;=ten 
icrno}rra szelelltí,", h \egyszerüen bejuttat}iató a sejt,be ip1., hidr,lfób). E';;i;;-i=..-'--kslm;'sabbna}t , a_z N, N, N' , il' *teiiakisz- ( 2-rliri,li],netil ) _eti iér.,_diamin , azaz_a TPE}í bir.:onyult (ÁJ;;;;;; és fuenk, 

--1ö;i;'oJ;:";-.
és rntsaí , LgT7; Arsl;rrr és m-isai,' rgB5,r:'

_ _ Ös',.zef oglalva a ne]rézf *lmek zavaró lratá;;a a: ilr+;ra,:e],]_u] i:CaZ + ],;oncentr'áció meghelt,árE,::írsára =."reára mócl :.",.roi..* viszo;;7egyszerüenl á sejtf:Llc,rr át_rrern jut.ó (ÉCra, I)TPA);-l]1etv.: i.tj
l:il:i}. komPlexképzáí}t segítsógévci r.ir.i==ái,úri,"iil,' iii fi,<y..l. ]]. l cj

A 23, ábrán quinZ*ve]_ (A rész ) , illetve f r:r:a_ i!_v*1 íF 1_áq_ ]tÖ ltÖt,t egér t imoc i tá}: f ], uor:es :rcer}c iá j ának vá l t o zá s " 
" iá rr,r.l t,:,' i:iir;hatására, A cluin2 esetórr i] TPBN a f luár*.szcen(]iát negelne]_i , f .ir.r-2 esetén eu az enrelkecléj; ,:].na]]ed. tr;;k "" aciatok is :r fura_?-n=iia se,, Len beliili nehézf étne}<re mutatott viszorrylago=*érzéket]_.:l;::ó_§é! t,-:inaszt já}< aIá. A qrrl-rr2-ve} .,es,z"it Cai mr:glratárc.,;ás .TFEli r-i.:]-va]-Ó 1 orrigállratóságárá u.ta]. a +. alt . f ejezt;tberr kl,zijlt t. .il,:,:,_,:is A 6, ábrán aZ,]t] es,:Llleri, }la .,'=*;tJ., l.rLiii-,;.'ir,rz 1.,,'',ti,-,.:i1_1 .ráció 1mM-nál_kisebb, a Cai*re irreáliLan a]_a,:5ony értéi.. itcl,_,,li}:,Ea a , értók TFEN hc,zzáirdásítvai ;;-ii,i;;,"= :;zintre (1,,l.,. 8C ni{)korri .írlható.

Aa irodalornban sokáig 
_ 
vita f o1yt azon, }r,:gy a 1irnf ,;c: i_,:.i{aktiváció ja Y*i"1 egyíitt ;írr, -" il o* jt,*.r' be-:1üli (]a2 + su int *n:e]_]r.-déséve1 ( 1d. ?.1-2- i*jcr:lr:'" ) - Az: inir;,cei}r_i]_áris szaT:,ad üa? , !_,_,:,l,cent]'áció meghatározására szolgá.Ló rrródiz*rek lrif e j Its:t,=sé.re1 ;i:.t

,fid':iii;í:i.;*;;' i:iíí;;;::i"Í:i;s;"*:;:;i:;;;j; :-lt :jr,.;(Tsien ,--,,5 mtsai , 7982/a, EJesketh és rrits.i 1QPq-\ -.'' 
* ill -t --JFJÉjlL':.

(}reiss ós *i."i , !9B,l/a*y:; S}r;rlli,ro {,, ';1ii.ri"i;áo|" "d arit'igérr:i
mtsai, i9B6) esetén biz,ltl)z1ioltátr. "iL.J'j'l-' ]-Jű:'; ItCl--'ctt,*',L ,,:,:

Kísérleteinlr sorárr e].l,íször a kíjz,:g ( se jtkuItfir-a n:éc j,u:i:) C._.: *koneentr-áció jána}r hatír.sát vizsgáltu},l TsmereLes, \-,,.r, a ]r-:-:tiJCaZ + }"oncerrtráció jánaI-, 100 pM .i"l.ír 
""or.t""J;;',;.:,li*];*=*,_, g,lt;1;:a T ] in:f oc jták a}ttil'álÓd.á:,;it' (Whit,""y i* Sr:t}re r] alid,, 737 2; ;i,r..,,,,;,iés mtsai , L985), ezae1 5zt)nben 2 ,nl"11,.rii ;;;;;;;Ü;"J*...,".i}u]_á:."*.

Ca2 + }co:,,:entrá,_:!Ó Önnagír}:arr is se jt;r}rLiváló liaLá;!fj ( !i}r j_,,f ie]_,j ésnrtsai, I373; 1979), ]1 kí,:;,á.::it:ti .u""án,aryek rnég ér,l*kese,bbé -itsz_i.:

Az intracellulárls Ca2+össaefüggése a T Iimfociták
koncentrácló

aktlvációjáva1
5. 3. változásainak

Az intracelluláris CaZ * í,zint torzításmentes meghettározá.:álai:kid'olgozása r:tán a kiiverrr..=ijr.rr"rr-,].ini"u o1,yaln 1rísériet, kt::iiiisrnertetésre, amely a]álálras"t;i 
"=ilt iiogy a3 in-L,race].]_uiár-r.Ca2+ szint emelkedése és a IimfoJitár-á}.ti.rá"iója egyinássa1 i,s;_s ze.f iiggő esemLlnye}t.

5,3,1, Az intracellulárÍs Ca?+ szint emelkedése, mint aktiváló ésgátló tényea8
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ICo2-]
(M)

J
2,1o,

Jl0,

s. to-8

2,1o o

to{

l0-5 lo-4 to-3

[Co2';o ( M)

24, ábra Az lntracelluláris Ca2+ koncentráctó váltoaása a külssközeg CaZ+ koncentrációjának váltoaá"á;;i-
l C"l meglrat.ár,()r];1,5;r (1c]. 4.4.1. fejezet) e\!-jt,t, - nFli'}cet kétsier mostr-rk Ca? + -rltjrlte5 mód,.:,sitoí,t'"il];i ;ú;;';;.diltnrmal ( se jt.slír,Űség: § r_ 106 o" jl./n,il . A f ].r_rol-e :::t:rjli_.ciaméré.s]rez 1rasznírlt rnódosítot-l_ I];,n}<1félc,nuu1;;|--a-.a:: +korrcerrtráció j,Jrt 10- 5 és 10- 2 M k;:,z:öt.t, 

-.rá.l 
toztattir}r i] . f; 1M, i1].etve 0 - 1 },í Catjlr sorc,zatrrs a.Jaigc,lásá.,ai " a- 1-o",..tszabad CaZ t klfl}cÉjI,Itrírcióját Cei2 +-]jrireu*,,ry ele}l|-r,:, j(Orion) segítségóve1 }:atároztu}r ]ntj§. A f lr_tt.,resz.._.-n]:3jelet minden }rc;záadás ut án }egaiáüL-, s-ro .,er.i g }-i.,,;,+ttik, a Cai érté}rét az egyensúlynak n,*gfoi,.'r.a^]iT=r-.,irilszánro}tr-tk 1ti- A bl.:vcinal]iá::ott része}l dai esetén a nil-.:-gén konce'ntr'ációjúr C,rrrcanavalin A }rozzásdál=a r_ttái, rr:ér:-het6 értékeket (r,enr benrutatcitt aclat,:]t) , Cuo .:.:,=,t-1:: ;* -dig a ffiritf ie].c] és mts;ai ( 19?3, l,óró) 'á1*"-1 *itoJj,.r.t.taIáIt tartc,má.rryt jelö1 ik. Az acla.l:r:l}i'1.:ét különá]-]-,-: .rí*

sérlet reprezei-rl;ánsati. Az ábra nélrány |oritjáiiak ri:n. ,:,J*rozatos, hanem egyszeri Ca2 + hozzáaciásli,L i;;:;ér,g 
-l;...

-rnérése aZOnos eredmértyeket szolgál.t;rtoti. í Cq..t.:r-l:, ! *
§omogyi, 1987/a-b). 

t,tJJEi,Li=lJ t5

azt a kérdést, hogY }ro8y;rrr változik az intr-acel}ulári s C:l rkoncentráció éi küri{j }iözeg Ca2+ ]t,:,rrc*:rrtr:ácicijárrair vá]_t,_l;L=i:á:.reLietón, A 24, ábr'árL berrr-rt;rtott er.jdnén,yeink tár.,ri=ag, szeri;,i ,.sejt,err belÜli Ca2 1-kortcc:rlbráció 
" i.".,"e Car2r }:,:nce.*r.ínj,j,]j".-1_érz,ékeny függvénye. Az ábrárbó1 1eolvashat,ó az is. 1_,".r;:':'Y;".;,-',j;]t,á}r aktiváIásálrcrz , szü}<sé6cs rrrinimáIi= 

^tij,r,i,! 'öi, ]'"'',,r.1,,:;i; a :, ,(10C AM, Wlribney Ós §ut}:ei,lar.d, -i-9?2; 
Abbor:d és n:t,sai, i9::ri) ]1_1nM belső CaZ + koncenl,rác j-ár":alt 

1ár"i. 
-,nrrá, 

Abbarr az .=..-.i..-., jla 
7.kiil s3 CaZ + koncentr:áció .t !l,hii-f ieltt ós'-mtsa_i ( 19?3, 137.3 ) á]. l: ]mi1:.c.lgónne}t titlá}t tar:t,antán},be, erne]lrcáik; -""i -rrJi=Él -c*. 1 ]icnc*litr,á _ció éPPen elórí a Conr:larlilvalin A h,r;rzáadása utárr t.,:5,.3;_;:ia]]:a:,:,200 lrl"Í kÖrÜli Órté}re,t . Á Cai -rr.,.l1r, a trijzee Ca2 ! . i,:,.rt;,Iiir:ri,j l ,,,.,^,_,,fiigE'ise + sejtek általirnlf5na-lt t{!n(! t,_rlij;;";í;§"i-;;;.,;ir."t. 1ir;:j,,,_::.tá].^e,n kívü1 (Tsien tis n;t,s,,i, 1982/l:; "I1*:.k,,I]-r',.,,- tlit.:,ai, '1:_)i':j.,

MIToGtN IryRACELLULARIS ca2+ KoNCENTRÁC
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Az egér tirnocít írkat a .{.1. f ejezeLben 1eírL:il,. a1;-;,;ánizoláltulr. A C;ri fu.ra*2*ve1 törtér,,'J n,eghaié.rc,zás5.i- 3.4.4.7-, a 3I]-rrr:j.clirl beépülésérre}t nrér,3sét a 1.B. fe;t:e:szerint végeztülc. A:: ábrán látlrató erednrérrye}.. hárci ]:í-sérlet átlagererlnrényei. (* SD).

1o-5

10-6

l0-7

l0-8 1o-7 10-6
Á23l87 KoNcENT?ÁcIo (M)

ábra Az lntracelluláris CaZ+
l imf ociták aktivációJával

koncentráctó összefüggése a
eR

A 2l'-,,ábrár:, 'bemutatott ]tísórlr:teink sor:árr rr se;,tcn bel|ili C=,].
}<oncen l;rációt_ _nem eL közeg Ca?,| lroncerrtrá,:ió jának nijveié:é.;el, ,hanem, :,,a A23LBT Cat-ionclf.il fol<r:z;rt,us adago}ásá-"]al ,:ilef t;!: nl.:g. Á}imf ociták alttiválóclását a 3II*rrridir, beépülf.,sénL:k t1.1résó.,,ei }:;_*vettük. A 3 F{-,rrr.-idiir l,e.]:Ilijl,d:s*: má.r ar e1:;/_1 rrólr.i fl! tllt-jLba:r {.1 y..,.2'1,_o,
nYen jelzi a 1imfoci't,ák ;r]ttj,válódását, hiszr.ii (dör,tÉl.n 3 rit,._,s::,i-mális RNS szintézise mi.:it.t, ) a ].inif c,ci.tír}r a]itiváci,;_ja ..,z ur l j i:lbeóPülÉ:sórrek ]<oraí nör,e]recléséhez vezet (Pqeo {:z, itit,::;i1", i?t,a^,. á.:ábra A és B részéne}.. t:gybeveti':séb,3]. Xitílnit:, li,:t_.,., v..r],:bar, : .,
:;e jt,en belüli Ca2 + koncerrtr'áció }ri;;rnór,tékí{ .,int] "',:l' :, _l i1,1f i,i:: t,á]:akt,iválódásáho;u vezet. 4.1;bart az esetben .ri,szc,n,L, }ra e .-,-:;le;.beliil . Ca2 + }ron.centráció rneg}ialacija a 2-1O pL}1 -L, *t,'_jir, az .i],.::.,,í:}ódá: fokozatos megszíínésc, m.-tjq á a[]-urrit]in b,:áp,,il-é.:t,lit.:1i ;t ii,-,::1--ro11 ér+,é}t alá esóse figy*l}reLŰ rí)l-g. A sejtelri belü]_i ine§;::;::':t
Ca2 + l<otrcerrtrációnak liz :rkt,iválódást gátló }i.ltá=.r i,,,:,;;z.:f ;eB;.t *l,ár1 .t megnlivekedt.;,Lt Cai+ .seint citc,tóxi}ius ]iatá*sáva1 a. ]- .*1ki-lrLili Ca2 + kon,centr.'irci,]., es.;t-.,t,én számos C.a? + -f üas1-1 p]-,_,tcái, lipá:DN-áz, RN-áz alrtiváló11 ilr, an:r:lyek r,ég:; Ő =oror,-á ,',i j i, 5:,."_, 1-1,,,, :;:-!,._,|::
ne}< nregbi:nlás;ilioa, ti:.:I j.;s :;:ií:tcsésélrr_.,z \,,ezúLrii.;lt (C,:rir:i,1,,=l1, ':'_:i|,,) 

,
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5.3.2. Limfociták intrace}}uláris CaZ+ koncentrációja az emberi
életkor határán

Ar ede]igiekben o}yan kísórletelret ismertet,t,tink, 3n,l?1i,.-,i:i,rr, ii

se jten beliili Caz * iri.t-!ryllbed*.ae_ 9gyütt jáil_u _ a linf ,_,,:i:i,1:

ek!!:aátódágáyal . Baen _o=,o""Fráea;-il;raÉiJ3;.,1" elkéi:ze}i'e*,3 , 7'i':,{j"

é§béll;[tfiáttátosaen ]inrfócitá}r sejten be}ü}i Ca2+ 5triL",,,t :_,,:

át]agos értér<rráí árnnröoyghb. tr f eltéiel ezés *izsgi_riatál_a ,=,_l,e,]i

i"r.,"Tá.eiu,"x'-"vilt ;}.É;l--ámikor Llekapcsrr}ódtur:k l 10l . é]'.--. "l
}:et betöltöti" *iey"" ii1 i anrpc_,] gárolrrrak a §oTE Gerorrt,,,l ,1,r,_:ia* ,!,-..: _

pr:nt j;* vezetésávái f o] yó .ri"=é:rratába__ I(iizt,,r_rtlotirá=;,Jt,__..i,a,. . ,,;}'i;r;
korbarr a per:if ériá:; 1inrf ,:..:it.l}r a}rt,iwál}ratós-;;igat ,.:sijkketi1- ii-r',':l,'t'*;;;

(Makinodan *=-r<"v, 13s0 ) " 

- "Ti"-'i-Ó"i. -*"err..t-3,r.rzása idÍ- *r:L,'=r-r'l':

}ir,rf c,citáibari továtrbi aLlatt;i' =zol gállu,i a st] j_L,_:tL },,e i,"i]_i C;: t

sziil.L és a 1irnf ociták alrt,iválJ-ratósáigá össee,f iig €,i:sej rlek lli{:P.;i''+"i-':é -

}tez.

A kísér}etek során kapott ererlményeirrhel,_ a_ ,r. t?b1:\,:1t"::ij
összegeztük. Á vizsgátatot során összesen l2 f érf l e5 i " i,,*,

1imf ocitáinak Cai értókeii határoztuk meg (az összegzésbői : 
rv7_

46_os, illetve a Y*7 4_es }iir,igró órtéliel,,"et eltri:gytui,_) , Az átlag,:,:
Cai f éf iak esetérr 59 .! 16 "ú]i"r., 

nőkrré1 61 t 13 n}'1-r'ak aljí"j'-'t'+''

Igy a7 intrácellu1áris Caz + konáentráció rrem tnuta1 e]_iér,ést id,ls
f érf iak, r]i;i;;-;Bk-*,.*irér. Anná1 nagyobb ar }rii]-örrbség e3')]-jban,

}:a adatainlrat egybevet jük ; f eIn{ltt korú vizsgálati alanyok ;,=rl_
fériális 1irnfocitárinak az irorlal,-lmban nefiar1l:,tt_ (]a,, ér:t,i],,e:r,.._]

(Id. B. taúiázat). Ar ö;=;;;;iosuőt_ kitürri}t, 1,1ogy a 10,r i:v=:=l,,

intracellr_rlár:is Ciií:* 5"Í;il; [;;;l f "í;;i;k;;; 
rnlnt, e f :1r,í{t*,

vizsgálati alLrrnyok *.**1_,$ilretl Áerglr;t1 ározott í.rték, A:r á1l:,lurr]l illÉ:r-,

értékek a se jten belii]í r,r:héríérnionc,k áltat f elte}retűen n,:ili 1,,_,}__

zít<rttak, hi5zen a lnl,r,!="i, ári"t,i1 Li_,bt_lségc: ,t rTeh,é;f érniunc!:ra }:e_

vésbé érzékerry-i,_;r;-2 j lr,likátorra} tijrtérrt tir: TI'BN }roz:ia'ji=a :',':j:

bef olyásol1,a a se j-;ekb,*r, 
-iní_,rlrotő 

f Iuclre:::ii:errciát (neni bellr_it_rl,:,}_t

a6atolr). A f.rr"]i].,,.-1 "irer,;li rnór,í:seink s,:,r,Jtn ]neg}iatár,ű,iL,l"t i]:,,,

ér:tékek sernmif él e 1c,:r:r,:,].Jciót nen n,iu,tatna]l áz ,ad,_,t+, né::ósr:= ;-i *

lenrző intr:ace.!_1r_rláris fura_,2 korlcentr§qirj,",ai1 és;t rrrérés :,rrári
negt}atáIo"oti 

- 
igo nm._es f i,_-,.-,ro=uzcetlciáva] . {z a'' ]:e itt.,:ti , lr,_6y -a

rnérése}t során, an irc"]a]c,mt,an }eírt, a méré-seket e,]-tcr;Íi-,'1 , :é==-

Legesen hiaroiináIt, C"a2l.-érzólretlen fura-2-ész|er (3,:ai_ll,:ri és

mtsai, 1987 )-;;; volt. jelen számotte,.3 n,*"nyiségben,

Az a tény, }rogy iclős korba.rr a perif ériá}is ],imf uc:_tá}: il,i::a_
celluláris CaZ r. szint je ;r ;;};gitlio]:i értékrrelr kÖee]- f e}Ór* *=i g,

vissza, jó össz}rangban átt Peterson és nrtsai ( 19s6 ) meEf igye]_é_

seive1, akik lrunrán f ib::c,blaiszt,okban ütutat+,;rk 1"i h;tson]_ó t,:rid*r,.-

:;á;;i ] rá?]---"Jyá*"r. Iinf ,:,ciiai akl,iváció juk sl]l ítlr sok}ra} LrzéLu,'
r,yebbek a tntili-ő'Ó;;; irirt r:sökkenésóre (I(,:rrrres,é;,ii,tsai-, i']'-j-);
a Ca_csrrtorrta gátIása ,:3ÉIr esete},,ben nagyobb nié:_Lil,,b+r: í:,", _ i;" ,a

nritogenezistl* i"j.i,"'r.:l"il|llr"ri lrontro1]- s,:-itelin'1 (h"-r é::, :,:'",:;l-,
1985 ) , Bzek á kí=ér]."ti :Lclatok jór niagyalr;iziratói< e,zz:"} ,3 Lr!*_,:",,,_

lezésse1, r.oÉv"ái"iálj.,i.,rrl Iirnf óciták se jten beliili Ca? + 5-:r:*,;=-

nelr nagyobb (kétsiercs t,r"iy.trt mininiál isatr rrégysZ,},__,5 ) -;i:e1_1,_*,j,_i:"

irel1 ahhoz, ho8y a *itogerrezisse1 együtt já::,i 3cO :jOi,r r,l"i, r s é:_*"_

k,:t eIér je.
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tá}rlá:at
100 éves enberek perifériális limfocltálnak lntracelluláris CaZ+koncentráctója

Je1

FÉRFIAK:
V-46
v*6 2
V- 64
V-78
V-B1
v-B3
V- 92
v-9B
V-103
V*109
V*110
v- 112
V- 114

t{őr:
V-43
V-50
V- 54
V- 55
v-58
\r-59
V_ 60
V-6 1
v*65
v-74
v -77
V.- B0
V-90
V-93
V-94
V-9 5
V-96
V_107

Életkor
(év)

10 í]
1o1. 5
100
100
100
99, 5

100
104
101
].00
100
]_0 2
102

qo
101
100
100
100.
100.
100.
tUU
100
10 ]_

102
101
103
100
10,1
100.
102
100

rJ
r
Ll

6

Uai
(nM)

565
4T
1n
tJ3
75
7B
T?
55
n.)

b{
tráu|J

LJ ,-]

trn

49
49
31
57
76
B0
46
89
.)^
J,t

534
öj

uL
E4
l,)
nq
46
eü
LLI

^,. 1 -. 'l!i(irlrL

ftl-.-']

fura- 3
f r_r ra -.2
f r.rr:a- 2
f r_r::a* 2
fura- ?
fur:.= !
fura- 2
f,,r-=-'}

f r_rra- 2
fura - 2
f ,:ra* 2

.1ir i. n ?
cir_t i. tr 2
quin2
cluin2
fura - 2
f,, ".,, - n

fura- 2
f,.---')
f r-rra- 2
a._._^ ói url. ;l - u
f._-__ ö

fura- 2
f rrra- 2
fura- !
fura- 2
f ir::a- 2
fura- 2
f ula--2

T nd i kát,o r

A sejtek ízolálása a 4.].. fejezetben, in.tracelluláris Ca2+centráció juk me§lratárl,-]rás,1} a 4.4.1. f e jezetben },:íria}< a1tÖr:tént- Az egYes Cai értékr:}r }tét, nóha hárora rrrérés át.lagér-:

A }tisórletein}rbőI levon}rató -*t,ermészotesr:rl i11,6., .rÉ3i8+l+:jiforrnában e}éagó vulgáris-* lrövetkeztetés: ma8a5 Cai nagy akt- -vitás; alacsonY Cai csök]tent aktivitás. Jól}elr,:t e kö.reti.:ez:e-tés második felére közvetlen bizonyítékunk ni,rrcsetr, }ri::,=n zLi.100 éves enrber szervozete rrenr óppen tekirlt]r*i(, ' - "lÉr,-,;;|,,1+,
immr-riirendszer'' rnintapÓ}flá járrak. (Elrnélet,i}eg nrég az is eii:éi_,;=,] -l_re_tő, ho§y éppen eII"r,}r.i;íitee: 'a j.i*r""itír}< 

"=c1.,:o"rlíj i;i,;:,.;11r-rláris Ca2 + koncentr:ác:i.ó j;t a "hosszú élet egyirlt ti t}ra'' . . . )

l
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Feln8tt korú

Cat
( nM)

118 t
1B1 t
98+

107 +

táblázat
viasgálati alanyok

intracelluláris CaZ+

Indikátc,r

5 qr,rinZ
9 indo-l
5 quinZ
6 quinZ

perlf ériális llmfocltáinak
koncentráclóJa

Irodalmi lrivatkozás

Ge]fand és mtsai , 138e

5.4. Forbol észter hatása

Waller és nrtsai, 19B4
O'Flynrr és mtsai, t1B4

a ca-ionofórok mükodésére

Annak biaonyítása után, hogy a fehér,je 1tináz C-t aktiváló
forbol észter kezelés a nelrózfémek sejten belüli átrerld"=!d,esőh,,:
vezet (5.1. fejezet), valamint annak a bemutatása után, h-gy 3tr
intraceIluláris Ca2,+ koncentráció változásai sokrétűen öss:ef,-ig-
genek a limfociták aktivírciójával (5.3. fejezet) arra a kérdésr=
szerettünk volna választ lrapni, hogy játszana}t-e ;r nehézf é.;ni,:,i:o}i
valamilyen saerepet a fehérje kináz C-, iIletve a Ca2+-alapu
jelátvitel i rendszerek }sölcsönhatásaiban. Elrhez olyan 1.,ísérlet i
f eltételeket kerestünk, alro} a két renclszer viszonyla6 egys z.r',7"r,
és sze}ektíven aktivál}rató, A fehérje kináz rendszer aktivá}ásá*
ra kézenfekv8 volt sze}ektív a}<tivátorainak, a forbol észterek-
nek, illetve a diacil-elíceroloknak az alkalmazása. Az intracel-
Iuláris Ca2 + koncentráció szelektiv növeLésére a Ca- icnuf óroi-:
1átszottak a 1egalkalmasabbnak. Íey kísér}eteink során a forb,:1
észtereknek (diacil-sIice.roloknak) a Ca-ionofórok *Űk;Cé=ér"
gyakorolt hatását, hatásmódját vizsgáltu}c.

5.4.1. l'orbol észter eátolja a Ca-ionofórok által kiváltott
intracel].ulárls Ca2+ koncentráctó növekedést és Ca?+ transzportot
A,z intracelluláris Ca!+ korrcen|ráció váItoaásai

A 26. ábrán sorozatos A23187 addíció hatását mutatjuk be ké+,*
f éle se jt intracelltrláris Ca?+ koncentráci.ó jár-a ( cluin2 f iu.,-
reszcenciájára). Aa ábra A részén kontrolL sejtek quin2 fluo-
reszcenciája }átható, a B részen pedig TPA elŐinkubá]t sejtekk*1
(50 nM, 90 pe}:c, 37 oC) isnróteltiik m€g e kísérletet. A k,_,ntr-oi1
se jteket a TPA o1dósze::éve1, 0.1 térf . oÁ dir,-retilszulf oxidda].
inkubáltuk. Az ábra C rószén a quin2-t nem tart,almaz,3 se;tti_
autof luoreszcenciá ja 1átlretó. (Az A231B7 f ]"trures3cÉric j.á;a 3
kontroLI, illetve a TPA }rezelt se jtekben azono,s vi;lt,; i}Éin bqii:ut*-
tott adatok és 5.4.3. fejezeL) .

Az ábra A és C részét összehasonlítva rr,=gállapít}rató, }-.,;glr :-.:
ábra A részérr bemutatott kisérIet 20 rrM A231B7 1rozzáadása ui,áni
részében a f luoreszc€jnci.a továbbí emelkedése nem a quin2 f }u;-
]:eszcenciá jának rrövekedéséb3I, hanenr az autof Iuores zc€Ttciáb;]_
( ld. az ábra C része) f ;rl.-ad. A kísérlet végén Tri+,oll X-iCC ho;-
eáac]ására tcivábbi ( qr-rirr2 specif ikus ) f 1uore5zcerrciair:.i]vekaiés ]-1;j::]

tapasztalható. Ea azt igaizolja, hogy kontro11 sejt*k es=t-é:. 3
se jten belüli Caz + }tr:rr,:etitráció 2a nM A23LB7 hozzíiac]ása ulári
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ábra Forbol észter hatása a Ca-ionofórok á].tal klvá].tott
intracel].uláris CaZ+ koncentrácló növekedésre

Az egér tinrocitákat dinretiIszulfo>liddal (A és C rész),
il}etve TPA-val (50 nM, 90 perc, 37 o C; B ré=z ) ir;-
kubáItuk. Az ábra A és B résaén a sejtek quin2-vel való
feItöltését ós f}uoreszcenciájuk n}eghatáTozását a
4.4.1. f e jezet ala.p ján végeztü}<. Al: ábra C része .a
quin2-t nem tartalmazó sejtek autofluoreszcerlciáját mu-
tatja. A nyilaknáI aa adott végkoncentrációjú A23187-e'.,
0.05 súrly % Triton X-100-at, illetve 10 p}1 MnC}e -oi
adtunk a mirrtáklroz. Az A-C részek f luoreszcencia érté-
kei azonos egységekben vannak f eltürrtetve. A bemutato',t
görbék 6 mérós leprezentánsai. A sejt,en beiüli quin2
koncentráció 0.8 és 7.2 nlM között volt a kűlönbözŰ méré-
se}t esetén. (Csermely és Som<:gyi, 198B)

köze1 tel jes mértékberr azQrros au extlacellr_r].árj.s Ca'; + koncent rá-
cióval, aaaa 1 mM-Ial.

2B

TPA kezelés hatásíira az A23187 hatókonységet szárir,',tt.eo,/jen i*-
csö]rken (26. ábra, B rés::,)" A Car-t a ltűIső CaZ+ kon;entrácii,.,,al
kiegyenlítő A231B7 koncerrtráció ltb. 200 n}l-ra erre}kt_-lrJetL, erli 3
kontroll értéknek kb. tin§ze}-ese.
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Ca.
]-

( uM)

1.5

1.0

0.5

1o0 , 200 3o0

A23IB7 KoNCENTRÁCIÖ (nM)

400

27 , ábra A TPA e].8inkubáIás Ca-ionofórra É,yakorolt
td& és koncentrációfüggése

hatásának

Az egér tim,ccitákat a 4. L , f e jezet szerirlL izol,írltu]i.
Tntracelluláris Ca2 + }<oncentráció juk nreghatározásá*, 3
4.4.2. f e jr:zei, aIerp ján végeztük. A rninták f 1uoreszcÉri-
cíáját -<1z egyes ad,]íciók után 5-10 percen át kövei,tük,
a Cai -t a nyr_rgrt}mi, egyensúlyi állapotbóI szánoltuk. Az
e8ye5 adatok az 

^23187 
soroaatos adagol ásával kapcrtt

értékeket jelöIik. l,íindazoná}tal az ábra nélrány porrt;á-
nak az A23187 nem sorozatos, han,eur e8y5zeri hozzáadásá-
val rneglratározott értéke a bemutatottaklroz }i.3.§irr-rn

hasonló volt. Az egye5 rrrintákat dimetilszu}foxiddai 15L')

percig (o-o), 20 rrM TPA-vaI 15 percig (A 
-^ 

), 30
percig ( a-§ ), 45 percig (c-o), 90 percig (+-,i ),
L20 percig (x* "- "-:*:), illetve 24O percig (;t- - *x) in-
kubáltuk. 90 percnél rövidebb TPA inkr_rbálás eseién a
se jteket elá§.a"I clr_rin2-vel töItöttük f eI, Eai{i TFA-vai
in}<ubáltuk. 45 percntiL lrosszabb TPA inkr-rbá}ás esetén a
quinZ-ve1 v"eló feltöltés a TPA inkutálás része 'rc],i.
Azon pontok esetén (45, 60, 9C} perc), alrc,l az inkLr,báiás
mind a két mód ja szerint elvégeztük a kisór].eteket, i-ieni
volt kimutatlrató különtrsóg a kapa|;t eredmények }rözö*"t
(nem bemutatott adatok). A B áb,ra ez A,23te7 azcjíi i:c,n-
centrációjárnalt a függósei-b rnutatja a TPA koncent::á,:iÓ*
jától (90 perces inkubálás meJlett), arnelyi}< éppci ki-
egyenlítí ; Cai *t a ltüIsá CaZ + }ioncentrációval. Az
adatok 3 ki_ilönálló kísé::1et reprezentárrsaj-, a quiil3
se jten betüii ironcerrtráció ja 0,6 és i. 3 mií kö;öi,i r'ái -

tozott. ( C.sermely és Som,:gyi, 198B )

A 27. ábrán a TPA A2318?-re gyakorolt h;ttásána}t idŰ- és kc,n-
centrációfüggését 1áthcL,t.jrr1.,. Mint ahogy az nár az el'éz'j á't--r-áb,:,l

is kiderü].t, kontroll se jteken (.o-o ) 
-az A23187 a Ca. -| a kül:ll

Ca2+ koncentrációval 1..iegyenlítő, azaz "rriinimárlisan h.rté},cn;-"
}<oncentrációja 2a nM-ra telretÍj. Ugyanez az é;ték 90 F,erl],tj3 TPA
elíjinkubálás után ( 20 rrM vég}."oncentráció) 20í)-.100 n1,1-ra nij,. .E: a

.,lt^-. ,lI}ovetieoe5 1ootrrggü e5 .,r.:lrrii*.r=, 30 pe]rcrréI keves;:bb TPA eI,'jin-

,
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5:l*i*-:;:iul"3li: u="'evehet3, 120 pr,,;rc elteltével pedig iassan
Az A237B7 "minimálisan, hatékony'' koncentráció járra].. függését a:előinkubálás ;;;il-l;áJ.r.art TPÁ-i"";errtrációját;r a 27 . ábr:a. Erésaén 1át}ratju}t. U"áai:"pit}r"tOl"iri*r, 

" ''rnininlát]_isan hatékonv''A23tB7 koncentráció iO-,pr tpa "iJrl t.].,abb nenr riöve}:szjJc E. = 
-ío,koncentrációtarto,náry- *,.eoeyezik azza]-, ahr:]. a di-':' iZr.';.-:r'*i::í, ?n3r):á" t*Íj--="n,a,üatú",, oiiii,ár"i---lieJ*='n,.:..j;]l;,j,]"

Ecldisi viasgálatain}r 
. összegzéselrérr. elnc,rrdható, hogy a TFAnemcsak a számtalan agoni=t"-Ji|JiI" rr*rr*; ;---ö;--ic,r,ofór L23La7á]tal ltiváltcrtt Cai ",;;iF;;;:";;::ii*:, neggátlására is képes. Ehatás koncentráció e= iáar.iggő, ..maximális fr§riJl.ji'zo nM-rrá1 iölrbTPA esetén, illetve 90-;;;;-"iaT"til]ar,;, ].;;;i-';;i el. Az irc,rj,,a,lomban a TPA*nak ;uá;"; ilyerr, - -"*ö", 

="i*i-*,i"it*aeret gátlóhatása ismer:etes (1Ct, ?,2-,' ii;";";l . Ereclményeink mégis i,g*:-lmeg}ep8ek, hisaen '* -'a 
TPA 

-l*-*li"*Jrirziriusának 
..ádigi példáit af ''hér je kin,iz C által katalirait- öái.: .."**tor.,o, recel:tor, st},.foszforilációval *"s;"';.tar.- Á" aásrar *ey-íái D nt,_,lekulatö:]reg{íS'erves vegrÜlet, Fehér: j" kináz áíi*r: tö"=i""iíg"ia j" iie}iez*rrelképzelhető. Az viszo,,t-}:r;;;;;g;;;' }iogy ;-iPÁ }]atása a C;ii. -renem az A23187 által elljsegített É;'beá}-+u1és eél]ésán, }ianern aF,i;-**Éfif;T*fi'.5*:6i*ii .r.p,,í] röy ilyen-me;ü,,izmr_rs 1r1 : 3

"i,** = ";;; i. 
. i s _ 

e 1 ká"" ,, i.,3Í}i;:'íií;:,1' ;:j** ltjJ;§ ;. :, _fui,;;esetén a TPA általáio" d."-";i;g;;ili.r=at is e lr,atásra, 3 Ca2*_ATPáz aktiválására 
'"="ti}. yr=;;;"'i;;§ast és nrtsai, 19B4, Rick.rrdés §heterline, 19B5; S,niir. í:s mtsai, ígaS).

A cluinZ fluoreszcenciájánalt változás*ait á], nelrézfémionoli isbef olyásolhat ják aiá: 
-..i. 

'_ i";"r"ij . . yir! ;rhogy az t az 5 . 1 .fe jezetben isá'"It"k, ' 
rPn 

-lrotá=";;;";i 
neirézf én,i.r.]í':e j Len belüiiátrendez8ae=ó kovetkázit -te 

i$-J"''=!,n kizári,r-etó, }rogy a ?a*?7 .Í::Xl"i:-"i:::l' :'l::í;-:u .sy","'JJ.-,,** ." AZ3tBi hatástalarii_rázlratJ:' E rertetei;;;=;;bá}T§u:í3i*_}í'mllt*iíffi"§#;;intracellulárjs CaZi--tior,.ontráóió ..váttozesai mellett a C;*2:tran§aport TPA hatásár"- r."i.or"tr."'"s ',rarro"a="i 
t"'i= nieg keikt-i.vizsgálnunk.

A §é3J transzpo_{t véf,loaée_gj

A 28 ' ábrán egér tímocitálr a 5 Ca f elvételéne],l az A23187 koni*;:. _trá,:iójától \
]9tve- 

- ipA- i-iái"ii§iíi.i,ö:,lfil';§g*"*l;i:[:;'".=,i"i "];-.;;Látható, 5o4l a 45Ca r*i.re t"rá *.Jr5ij*u*r, lecsökkerr TpA kezeiéshaLására a -kontroi i ="; t":,r."; i;il:il o a 5 Cn f e]..,,ét c.l ,.értélreinek elé.résélr;" -i#A 
lrelze].t ie j l,ek esetén kb. a'l-'ill-is

renddel naPvobb A231B7 t o.,"*.,t.áció sziiksége:;, rirrt*Íu i::{;:íikísérletben]' [a *-r'i"a"j."'ri *á*i-"Juü-rág az ezrrai,,nrininráli.s:n
*:í}:"íor-rT:3;=""trJ"iJ;ii"* " c", 

-fiáiá=*r. 
esetén tapas:t:ilt :L.i-

Mindez azonban rnég mindi.g nern ad választ arl-e a lró::c]é=l.,- l_,,_....,váltoailt-e " C11] 
_ 
r.ip"",pJl á=ar..ro-'r"ú",i=es* T , ,u,ro.i|;ii5; 'riíhatá,sára, A 9, tábla,iiu,-" 

" 
a 5 Ca i*Írei*r és 1eaclás vi::sgÉ:J_.:+,i,tt
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rc-B
A23187 koncentrác ió ( M )

28.ábra TpA el8tnkubálás hatása az h23787 által kiváltott {5Ca
felvételre

Tlpér timocitíliiat 30 rrM TPA-val 30 peI,cen át inl',ubá]i-::n!:
(o-o). A }toriLr,:l} sejte}ret (o- - -o) a T|lr ,;lqi.sr=ré-
ve}., 0.1 t.érf . % DM|3o^vat keze,ltük. A a5Ca. f*lvét.*1
nérését a 4.4,2. f e"ieaeL alapjár, vógeztüii . !,,z ar]aLc}; 3

rruronálló 3.-3 p,;,:.rrrlelt tartarlma::ó rn,*1r,és á',_,i..rg,!r'"é]'_+i :
SD. (Csernrr:Iy ús Sr:moÉ;yi, 19BB)

Cf)
loF
x
E
cLo

o
.o)

o
o
C)lí)\f.

-a10, d-6

lábláaat

't5Ca felvétel és ].eadás kontroll és TPA keaelt egér
timocltákonu

a 45Ca felvótel/
,/}.eadás inkr:bá-

1ási ideje

a5Cii f.:Irr,iL,,:l 45C,a leatj,:,s
(cpni .,: 70,"/5 x 1C)6 ruj'")

kontrol} l-TPÁ lrontr,:il

5 perc 4.0
10 perc 7 .3

10 rr}1 R24571 77 -?
20 pel,c 13. 1

60 perc i8. 1

10 pM B24571 n

a§ sejteket a 11.1. fejere_.,t aJ_:,;.,járr ieolált,r_r},.. A a5Ca felr,,é',_,:l
]_eadás értókelcet a 4 . 4 .2. ,[,., jcze,l, alatrl ján lrat,í_,.r,::tu],_ il,eEi ,

e8ye5 értékek 3 },ü]_i_inítlló :, 3 paralelt Laltalnt:r;Í, niér'é5 e
p,].""= in}rr_rbáIási idi1" r,_: lic,.t].rigirl.L ártLae;ór t ékci ,i )r _

b n.in. = ncín riregli;ttárr;z.:.,tt, ({l:.ermelf é:r Íir:lrlic,fl}'i, 1:l eS)

l_ |_].4 :].9 + C.3 t].m.|, Ii_i:,:_

t ]-.4 i.1.0 + 0.6 0.8 ,F C.3 0.€ -i

-t. ].,0 1|,2-L {],8 3.5 ,i,C.3 :.: +

a n n li 1 + ,1 1 7 ?, I C.3 T.? ,.
] u.|J !,_.'-1-1 J J.U

n, n.nr. 2.|:, + 0.5 :-3 +

_i .,j

aO

ll]
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5i: án }tapott c:redrnénycir:ltei lrir-rtat,jr_r}r be. A t,áblála-- :lia,,ai :-,i-
]:i .t TPA lrczelós 5e l11 e, (],,;i? t _f e 1vét,cI , sem p,:Cig a Ca2 + ]_.-.ij.'.s
5É- t3§ségét nc:m vált,ozLat-ia lit. g szignif i}cánsan. Az É.5.+,,7.,úo.- ]-;-
lil _bsége]t abban az esctbu,tr sernr liimt:tatliat.:e}.:, lia e i_;]a:iil:in;=i;_Lr,á:i
Ca -| punrpáját a szelektív Lnlli:,:dulin antagoni.stávtr1, a i..s3_i;iii'l:.,:_"
li inmal (R24571; V^;tn Dcl-J_,:, 1981) 8átc,lji-rk. Isy TPA ]laLásár; Júi;l
a lialniodulin- f tiggíi, stjjti ;ij att,],1 f iiggeblen Cit2 r 1._:;l;ii,p;r '. _,=l.: -

5ij r:elr sebessé.ge nem válti:;:ilr ineg szátncrt,L..:r,Űerr T ]_ j_nil,_,,: j_t,.ákb.:.::.

Eredrriényeirrk 1átsió,laE, el§nt]íli:]Irdana1,; e TFA r,*,_illcfii*}.
vó, ienre zkék ese Lén "t,apas;i,1,,eIl:ató, ;t Ca.2 + }riair:iilrlá:'i lo].;oz,j, ]_.
sá erk ( Lagast és mtsai, i 984; Rir-:kardt ós Slict.-,r,l in,:, ].385, 1,1:,

és nitsai, 19B5 ) . }'íá:; irod;rlni, ada-Lr:}i aEortb.ln arre li-L;,,iltl:i}:, 1'l _;
Ce," * pllmpa rendszere}i TPA ]ratísára 1re}lciv*t}..,;:.,lj alrti,.,á1,-,-]ísa
mi .derr 5e jt általános jel.cnsége, Grubbs ós |{'lgurile ( i 385 )

}:c, :elés hatásárra változeit.l;ln a 5 Ca f e1.,,ételr:Í1]_ ,:'.:;: 1..:.dá:,r-.,íi :-

mc,]_nali be S49 Linrfónra:,,,,,jtelren. I];rsonló cr,:dmény.r1:..*. i.::;
Cr: ilsrna és nrtsai ( 19D5 ) a,gztr,rciL,inr, st: jteli,:rr, i1]:

)Di','jrgiIio és mtsai (i.986) PC12 és |rINrn5F s.:ie},-r,ér:id,s 5új+,.,,ü:1.1
kc

ös s zef oglal ásként tn,:-sdt1 } epíthat j r_r}t, hoa;y
re.,rlszer aktivá}ódása lto,::.;iirbb idő (hb. 90 pc]l-c
ir_,.,_,f ór, A2318? álta1 e.]_1.1,s*8ített, Ca.2 + f ,.:1.,.óte
c:',k}<enti. Ez a csölikrrn,i],:i ni3ill jár egyiltL a Ca] r

al:' iválásáva1 _

Pt1nl;,3 rerrds :,,_rl,:],,

5.4.2. Nehézfémlonok §aerepe a forbol észterek (diacil-glicerolck)
és a ca-ionofórolr antagoníamusában

Anna}< a f elismeróse r_r-Lán, 1rogy a TFA 1-.ép*; ni,j8gá,i,,_,1r-l. :t: !,,::::?7
Ca-ionof ór lr;ttását és eíl a jcl*r.iség az isrrerct_,-s, il1.1,r. f .]:_i
telezett nteclranizntusc,l.,ka1 nenr nr:igyirráilratór ,],,.l,,_1 if,j ,l'_:5g3,i.:1:_:,};
fény6ben felmerül a kór,dólrl játszan,:tli-e vrtjl,r11 :t TlA á]_t;]_ a_t--::,
derett nehézf ómek vetlanrily,:ii srerepet É Ca aiiLr5,_,5 j:;Li:_ls ki:,i:.*
].rulásában. További kór,jósl,,é:itt nierülilet f e1 , ]1,_-.,glz e;yil C;r*a,,'i'i i§,i-
nizntrs vajon csak a TFA saját j;r, vílgy a f e]rér, j":, iiii,á: C "',eril.é,
sz*tes" aktivátoraiva1, i1 diaci}*elicr:ro1o}r}-..r1 is hj.v"lil-ira'i-.,_,. :
kércléselrre igyelteztr_irlk váIasrt t.alálrii a3 alábbial..bat. i:ti:e:,i--=l*::
,l,c]ö iiír,írletein}: soráti.

A 29. _.ábrei A résrón 20 li},1 A231B7 ]rtrtását ni,;lat;;_l1:'i. }:,:,l,
és TPA el8inliirbáI,t (?0 nI,{, tjil iiü},c) *gór tiitr,:-,,:j-i.ái: ilrre -2
re5zcenciá jára. A qirirt2-,vil} végzett kísérlet.ekn,.:}r ( ]_c'!. 2?.
5. /,. L. fejezeb) a fura-,2*v,:]., *ritló repr:oclu}rálhat,ósága ;s csi
anna}t a való_szinüségét, ilc,gy ii Crtl cst]lrlri:né:,. ti,,i::r,,j,}_éL.:ri
váIt,_rzás a ctuin2 irrérés ii*lréifóne}r ál t aI viLli_,, ,t r,;rtr:_ i i,.
kö";et}rezménye ( 1cl 5.2. f ,,::.jciei)

Az áLlra C rész,ín olc,:,i] *;rcet,i1- el.ic€rc,,t}a.i (OAC ) val,_, -:t!,
liu]rítiás lraLár.;a 1áthatij,. A:: OAG (}rasonlóan .l TPA- 1l_,: ) s: _:_
}répes az A23]_B7 }rat;i,sári;r]i c:,;i.jk}r,_-,ntó:;é;re. Uré{tii::,_i.r,]_,:t,,--ill},; L.:i].,,.]
Ea szerint az o1eoil*ac*ti1 -elicuro1 2íJ p,_jI,,],:,:; ,_=iíj.:.l.}-uL.jiiá. Li

f*jtet,te }i1. nraxinrá}is LLat;i::át,. A sejte}ret Lr;vább il,irutáiv:i
a-]AC ntirlderr. bizonrly;r1 f ,,.,i;f rtL j,c1 sav.rá l fllofrc,Er,,:i1 -gl i:i.r;,}}á ,1 -
ternréi.;e}rlré rnet:rb,:lir,á1,1;d]rli.,L,:,tt ( rd. !. 1. :i. f .:,;*;-'_ ) . E: l =].;
niagy;t::ázata álrr1-1ak iE, 1rt,8r, ii:1 OAG a TPA*rrá1 :,,-.,],-},.r1 1r:i=Ll l.,.:,.,

t:

i. ú;;i

1-,..._

:e
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A
87 kontro11 ^23I81 kontro11

^23187
A23187

Egér timocitákat TPA-val ( 20 nM, 90 perc ) , o1e*i]__
aJetiI-eIice::oIlal (oAG*vel, 50 pg/ml , 2c Ferc) irlet,,,=
az o1dEszer dirnetilszulfoxiddal (}rontro}1) inkubált,uk.
A sej.bek fura*2-vel való feltöItését, és fluore5zcenciá-
juk meehatároaását a 4.4_7. fejeZet a}apján végeztük_
X^ A23rB7 végkonceritrációja 20 nM, a TpEN-é 50 ;iFí voi,..
A bemutatott aclatok három különá].ló kisérlet rÉpltze.,_
tánsai . A,z ábre A*D részének f Iuoreszcencia ér,téi;el-_
azonos egységekben tüntetttlk f el (Cserrnely és Sonogi,_,
198B ) .

- .rrh.:sszabb id;t ,;.i-:-,:
OAC már nitrcs je}=:: 

=

IDO (H 1perc)

29. ábra A seJten be].ült nehéafém kelátor, TPEN a kontroll
eriéúr" állítJa vissza a,z h23!87 TPA, illetve OAG álti
lecsökkentett aktivitását

hatás teljes kifejl8dése QAG esetón is
ieerryU*, á* ilyen Úossaú idő elteltével au
rendszerben.

A 29. ábra B és D részóben ci. sejtbiológiai gyakorl"ir1,,ba Arslar, !_:

mtsai ( 1985 ) áItat bevezetet,t, se jten belüIi nei:Ózf énr -kelát,,r'--
TPEN-t adtunk a kc,ntro}1, ilt"t.r*- TPA/OAG e]-S j nkr-rbált S,: j+" r:'í1--==

TpEN je1en}étében ;rr A231B7 hatékonysága a }rc,rrt::olL érl-é}:r'= 
'-!'!*-'-

E kíiérteteinket a 10_ 100_seor hatékonyabb cq_ :onof órra]_ , ]]
ionomicinneL i= 

-"*pr,rdir}tálni tudtuk. Ae<rrrc,s eredmériYeliet kaP'--l:-.-

a}<kor is, ha egér-timocitíjk helyett nyú1 tirrrocitá},.1,,a1 ,1,;J_g,_tr*, ,1_1

(nenr bemutatoti*adatok). Ezelr az adatok arra utalnalr, lr,_lgy ,] T:::,
álta1 komplexbe vitt nel:ózf ómelr minden bizonnyal szerePet, ; á'-=: -= -

nak az A231B7 TPA, iIletve oAG áLtal ki.váltott aktiviláscsők'.,:,=:-=-
sében.
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10. táblázat.

ltz |ntracelluláris nehézfém kelátor, TPEN hatása a 't5Ca
felvételérea

45Ca felvétel (cpm x 10-3 )A23 1 B7
1roncentráció

(nM)

0
100
200

kontro11

3.7t0.3
11.6t0.8
14.9t1.3

6^.^ó.1_/jJU.J
11.1t0.9
13.9t1_.5

3.6t0.2
8.1t0.9

10. 2t1. 2

+oAG/TPE}j

-l QrA A.J_U:V =
10.7t1. 3
13.1t1. 1

--l- TPA + TFA/TPEN ], OAG

3. StC .4
7 .4xa .7
B.lt1.0

aAz egér timociták izolá]"ását a 4.I. fejezet, a 45Ca fe]_vé*,e}
méréseket a 4.4.2. fejezet arlapján vógeztülr. A sejte},;et TPA*val
izó nM, 90 p"r" j , oAGlval ( 50 ie/*l, 20 perc ) , TpB}l_ ne1 ( 1Cil ,.},1,

dó; iíet.re á0^ párc), illetve az-oldószerükkérrt szolgáIó DM§O-val
iniubáltuk e18.- Az'ádauolr 3 különálló, eg|yerrltént 3-3 p,:ralel*s
,oéra= átlagértékei 4- sD. ( Csr:r,mely ós Somogyi , 19BB )

A 10. táblázat aclatai *rrg*r8=ítik eddigi eredményeinke',. A
táblázat adatai.ból kitünik, t-roey az oleoil-acetiI*elicerol (OAG )

nemcsak az A23187 által indr*rkált Cai emelkedést, hanem .a a5Ca

felvéte}t is csökkenterri képes, Az OAG-vel indukált csÖkkenés
mértéke itt is kisebb mirrt ,r-, A23187 TFA által eláidézett hatáq-
csök}<enése. TPEN rnind a TPA, mind a?- OAG }ralását }:épes feifÜS-
áeszteni. A 10 . táblázatbarr közölt adataink ( a 28. ábrán beiiruta-
iott adatokkil együtt) }<ijavetlen bironyítá:}rát jeienbik ann*ak,

hogy a f ehér je-' lrjnáz C aktiválása a [ja- ioncif ór,c,k 1_132 + _

trJnszportáIó }<épességét valólrarr Iecsökkenti és }1en cslrpárr az
ái;;;á;;SáS- nehéif érneú révén torzít ja a Cai nre6;1ratározása scrrán,
kapott eredm4.nyeket .

Ecldiei eredményeink alepján fe}nierü]_ a kérdés: vannak-e nás
o}yan aáatok,amelyek ar:,re uiatnalr, hogy nehézfémiorr,:k képesek az
A2-31B? által elŐsbsített Ca_2+ transzport gátlására. A ne}rézfórnio-
noknak (Znl+, Mni., stb) a:: A231B7_hez mutatott affinitása e

Ca2+-éná1 100-5zor, 1000-5zer rragyobb (Pfeiffer_ és_ LardY, i9?6),
Mn2+ ionok **g.}n"aáLyazaák a tinrfóciták A231B7 által ';kozott a5Ca

f elvéte}ét (Rásch és mtsai , 197B ) . Extracelluláris }ínl + és Z:i? +

io*ot jelenlétéberr az A231.B7 csak a }rontroll értékl:éL sokirai*,e
nagyobb koncentrációban képes enrelni az intracellr_tláris Ca2 +

kr:ncentrációt (nem bemr_rtatotl adatok), Ascites tunorsejt,ekberr is
a Ca-ionofóroli csökkent hatékonyságát irták 1*. Ez egYÜtt jáa
ezen sejtek kiugróarr magas citosaolikus rrelrézfénrtartaln:á-ra1
(Arslan és rntsai,- 1985 és a berrne 1évö leivatkczásr:k) - E:el'- :1:

.a.tot tőbb pélclán á,t is valószinügitik, iLletv,.: ig:,rzoljáli, i:c,gy
a nehézf émionok 1répesek ;t Ca'.ionof órok Caz,+ t l'ansZF,r-.,rt jána}< ::.=é--

gátIására.

5.4.3. Forbol észter nem gátolja a Ca-ionofórok mozgékonyságát

Az etőz$ekben bizorryít,:tt urk, hogy a ne}rézf tirnionc,k r,SZÉI*:P,et
játszanak a Ca ionof órok TPA kezelés lratására be}tijvetkezÖ aI,;,t -:-vr'
táscsLikkenésében. A t,:vábbiakban arra a ]rérdésre igye}"s':},n -lá^

1a::zt találni : vanna}r_e trrás o1.yan mechaniZ,In]_l5í:,k, amei;,ek :.i i.:íl_é,_

tik ezt a f o1yamatot. Szários, ilyen meclranizmr-l,s f e}tét'-,f e:.ht+"i--,:
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a TPA az ionofórokkal közvet]en kölcsönhaLásba J_épve gátclja
transzport sajátságaikat ;

a plaamamembrán f ]r_rirlitása *r8t*l jesen lecstikken
1T atására: a"z ionof órolr "bef agynalt"a membréiriba;
az ionofórok valarnely membránfehérjéhez való
imrnobílizáIódnalr TPA kezr:lés hatására.

mn^l lfA fc?-: i 5_-

kötJdésse1

A2-a_187 f luoreszcenciéjának megbgtározása kontrol1 ée TPA inku}éfi
sejtek!en

Az A231B7 f luoreszcenciíl jána}t meghatározását a 4 ,5 .7. f e;ez**"szerint, Pf eif f er ós mtsai (I97 4 ) ntrnkái alap járr végeztiik. A 30 .

ábrán az A231B7 pufferben (a), krrrrtrol1 (b,c) és TFA kezeli (50
nM, 90 Perc, 37oC; d, e) se jt;elltben rrrutatott f iuoreszcenciája 1át-
hatÓ. Az a görbe a Ca2+ és Mg?+ mentes m,,'idc,sított Hank f éle
médiumba adott A23187 f ].uirreszcenciá ját jelöl i . Apolárc_,s kclzeáber;

IDO (r< 1perc)

ábra TPA és TPA el8inkubálás hatása aa A23187
fluoreszcenciájára

Az A231B7 flur:r,e:,zcenciájának meg}rartározásá,t a 4. 5. i .

f e jezetben leír:tark sierint, Ca2 + ós l4g9 + ntentes mód,'ls í -
tott Hank f éle mér]iunrbarr végeztük. Al e:§ór tinocitáka.,
TPA-val ( 50 nl"í, 90 perc, d, € ) , illetve Dl.íSO-val (b, c )inkubáltuk, rna jd 5 x 107 sejt/m1 s,lj,Lsűriisége,n újra-
szuszpendáItuk, A b*e. kísérletek'ben a se jteke'u e"törzsoldatbó1" adtuk a vízsgált rrrintához. Az ábrári
bemutatott gör,bék fluoreszcencia órté}rei1; azoljü5 egy*
ségben |üntettük f e1. A görbélr 5 különá]-1ó 1..ísér-],*',
rep]:eaentánsaí. (Csermely és Sonrogyi , 'L7BB)
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az A23187 f luoreszcel}ciá ja a so}Eszorosár" r,áj (Ff eif f er és n,t:a_,
Ig74). Ea le}re,t a magya]:;izata ernnak, hogy TFA 1rozzáiaCásár:i aZ
A231B? f luoresacenciá ja l11e8enelkeclik. A TPA autof lr.r,:reszcenciá ja
a vizsgált körülmények }rözött, elhanyagolható (nem bernr-itato*.t
adat). A poláros oldÉ_,szerb*rr zLz egyaránt hic1::ofób A23187 és TFA
egymással dire}tt kölcsön}ratásba Iépve közösen kizáródnak a viz
szerkezetébŐ1. Igy az Ail3L87 kiJrnyezete hidrof ,ibbá válik, f lu,:,-
reszcenciá ja nregn8. Pf eif f er és nr,rnkatársai ( 1974 ) megf igye}és.,i-
veI összhangban a mangán kí,rltja e,i A231B7 f luoreszcení]iáját (a-e
eörbék) .

A 30. ábra b. és c. görbéi az A23187 kontl:oll (csah DM§O-';a]-
inktrbált ) timf ocitákban mutatc,tt f luoreszcenciá ját jetöIik, A:
A23187-nek a sejtek hozzáadására mrrtatott f}uoreszcericia-irÖvtke-
dése az eIŐz$ek analógiájár;.r a űa_iorrofórnak a liidrof .ib se jtneni-
bránba való beépü}ésével tnagyaráz]rató. Ca? + hcsz,záadásár,a ii,in,f
l1g2+ nó}küt (b. görbe), ttrjrrd jelenlétében (c, gc,,.rl,c) az A23i37
f 1uoreszcenciá jának átmenet j. növtl}redése f igyer1. thetÖ Il]Llg. §e jt ek-
ben TPA lroazáaáására az ir23i87 f luoreszcenciájá nem változLk njeg.

A d. és e. görbólret TPA el8inkubált (50 I}M, 90 perc) sejt*k
jelenlétében vettük f eI. Az A231B7*nek a se jte}< ji,-,zzá,:idásár-a
mutatott f luor:eszcencianövelrr:dése függet}enrrek bizorryr-rit a sr:;iek
"eláéIetétŐI " , kontri:lI st jtek r-igyanolyan f Luoreszcencia-nö,zej,:e -

déshez vezettek, mint a TPA elŐirr}qubált timocitírk (v;-i. a t_,. és C.
görbéket a d,. és e. Börbékkel). EzzeL szemben a TPA elŐinkubáIás
Úegakadályozta, il}etve nagynrérték]:err 1ecsö1,1}..errtet,te a3 A231§?
Caz * hatására létre jőv,3 átrrreneti f Lu,,ryeszcenciar'övekedését. Eze:'i
átmeneti f 1r_rc,reszcenci a-növekedés gát,iása k.rlnrida;,.1i_'_rn-iina]- , e
plazmamembrán Ca2+-pumpa ir:lribit,r_rrával (Varr Beiie, i9Bi) is

2oo 400 600 800

^23L87 
KONCENTRÁCIo (nM)

ábra Az A23187 fluoreszcencíáJa kontro11 és
tlmocitákban

TPA kezelt

Az egér timocitákat a 4.I. f e jezet alapjárr izciál+.1ik,
az A23tB7 f lu,;reszcenci"á ját a 4. 5. 1 . f e jezet aiai,; ár
lratá:loztuk rr,eg. A tiniocitál.,at TPA_va1 ( 20 n}i, 9O par,,] ;

c-o), iIletve Dl,{§í_t-val (,;- * -o) irrlrubáltr_tlr. A :.: jt,*
súr,fisée 5 t 10E sejt/ml volt. A bernul_ato,.,* érté]<*k 3
kiilönáiló mérés rÉj}]rt?zelrtán.sai - ',
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elérhet8 (nem bemutatc,tt adatok). E kísérleti tént, -a}-}-a r,}--.!hogY aZ A23187 f luoreszcenc j á jánat átmeneti növeke.-lé';"";::="li;;lgésben állhat. 3, 9"'.* , puxlpa akiivaloJa=á.r"r l 3z iorroro, .. egyf a jta"aktív ál]aPotát" jeleavl. Bz az ""r;i; álJ_apclt" TpA e]őin}:ubá]_ásután rrem elérlretŐ, ami újabb Ui"""yitáta..t szolgál}rat a TpA óz aCa- i onof órok antagoni zn:usárr;rk,

A 30, ábrán bemutatott kísérleteinket két irányban bívíte+,t,ül:tovább, A 31, ábrárr aZ 
^23LB7 

rlu"r"u""*rr"íáját 20 nn-r_tóI gc3 n|{ie követtük kontro11 ós TPÁ-'-;i3;;;"bált (2c-,.lt, 90 per-c)sejtekben, Számottevő }rülönbség"t-;;;; eseteltber, 5en1 talá}turlk.
AbbÓ1 a ténYbél, hogy a;. A231B7 f luore.szcerrciája kontro].1 ,4=TPA kezelt sejtekber' **§*gyer:ik, e8y-Jr,l..k*= kö,r,etkeztetés vc,l]ia*tó 1e ' Az 5 , 4 ,2, t': j*ietben i =ilLri"tett_ er:edményeink alap j árrf el téteIezhetŐ, Jrogy f Jrb,:1 a"zt"i]r"i lreze]_t se j t,ekberr aa A23iij.jelent8s része nehéziémmel képzeti t o*pl**. f or_.rnájábarr -.,ari jeierr.Az ionofór fluoreszcenciája nlBg=*nl ví,r].iozik. pfeiffer és murrlro_társai (!974), valamint iajátl ,r*,n Ü**rrtatotL a.-latain}r .szerint anelrézf émek kÖzÜl a cirrk az egyetlerr, amely nem olt ja ]ri az A2318?fluoreszcenciáját. EmiatL fentí turiet*rezésünket úgy pontosít*hatjuk, hogY forbol észterrer k"r"ii-=";i"r.Ü""-"r-azirgz jelentásrésze_cinkke1..képzett, }<omple:<e r"","áiáü.r, ...r, jelen Ez a f elté-telezés széP összhangb;:n err az 5. i. "--i"iezetbrrn 

bemrlj;atr:ltt ere,l_ménYeinkk}<eI, amelYels si:t--rilrt for}:o1Jszter kr*zelés , iiatá.sára öt

;:;: 
koncentrációja r'á **g a r:itoszolb";-;-i**;"i"".gsr:bb nlérték-_

A lnangánnak az A23187vizsgál.va (32. ábra) nent
f 1uores zcenciáj át

taIáltun}t semmilyen
kíoltó hatását

Itülijnbséget 3t

ktoltó hatása
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3? ábra Mangánnak az
kontr<rI1 és

MANGÁN KONCENTRÁCIÓ (pM)

A23 1 87 f luoreszcencláját
TPA keaelt tlrnocttákbán

A kísérletet az el'ár,8 ábrán 1eírtak alapján veg*z t,l.:il
-.-. i + ,-l-a - J 9.-.- -
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kio]tás mér:télrében kot-itroJ-1, iletve TPA. _irezelt se jte}r esetéri. Aa50 %-.os kioltás 'ni,.atil r:setben 0. á uu ur,r, + konceitráci_ó esu-*_é:tjelentkezik köze6 i *M Ca2 + á= 
-Oi 

| _. rll Ü;;--*..koricent]:áciir jamellett, Ez 11t^ ieleiti, ',ogy " ti;";itl|ba ,g;ürt A231B7 !1n2+ *ri,
iii"i:;"í3l- íTtiH: *"i"t"it,*roii,-aff ini ii;;'";; r,áltoz ik neg

_ Eddigi .T39,]§""ein]< elóggé valószínütlennó teszik, hogy a TFA-nak és az A23187-nelr *"niÜrárrbe}i-ká.r"t r*" i.ár"=oit]ata=" szere;,,*t,játsSzon a két anyag 
""i,"e"ni"u,,r,"áú.rr.__+" arltag,onista hatás idí_füss8, 2a nM TPA"r.§""""l;ár-:ió i;i;ü| állandó, (í§y 2a nM TPA*nakkellene közel tízszere= *"""yl;;;ű"ezs187*et blciÉko]nia) és azA231 87 f luoreszcenciájának, tPÁ-ri"i"rJJ"* mutatot,t á} }irndósága 

=emtárnasztja alá a hözveileir }rölc=o"rr"iá, tényét. Á-u"i+ és a Ca2+ /Mg: + -af f inításának .ráii"""tro.r=JJ. --J"r. uta1., ,,or:y pusztán ene'rézf ém'Tionok t or"*rriráció jában"- u*r.orJt;;;3'*"'rjii,rségí Ég ner.]af .'initá§beIi válto"á=ár. *"ók, -"**iy;k';"ö;:r"§Jii."k 
aktivit,á_sá iak meggátlásához vezetnek.

Az 4!31§] emisséiós anizotrépiéjc }<ontrol] és Il4 kegeitse.tekben

Az emissziós anizolrópia mérések az adott fluorofór n:ozgékony_ságának érzékeny jelz8i -?ia . a.5 . á. iJj."*t ) . Ezen sa játosságálráifogva az A231B7 ámi===io= anjzotrópi;;l":.t a negmérése az e61,1k1egalkalmasabb módsze"-;;;", hc,8y-*Íá.;rrt=r-ir., csöfikerit-e a3 ionfórmozgékonysága TPA kezelés hatá=á"".
A TPA által okozott menrbrátrfluiditás változáscikat vizsgálóeddiei kísérletek_ erecln'enye elég 

"ír;;;*"ndásos. sio.k.r. és nt:ai( 19B7 ) leui<ocitákban 
" 

-fPa 
n...*ü'"a.ii,.,iaita=*csökkento hatásárólszámolnak be-. Ezze' e1].entótben Físch*r. és ,n;;;r-, 7g74) patkányernbrió se jtekben, ,"i**irrt Deelers -á= *t="i ( r 981 i mesterségesmembránokban a TpA fliriJi;;;";;;iE-r.,"ii";;";;n;;;;;i.ai,. Goppeit,-Strübe és Resclr (1987i ]"*rnrae_**e'j"i""t köz}eményükberr. ránutat-tak, hogy , fluores""ár"i" por""iáa"iá 

-re" így uz ebből szárn:ae-tatható f luiditás) ne"iár," ;;8;;'i,iiJ"noz-ik akltor, }ra a f luo_reszcen§ próbát egész sejtlrez, .r"s;"-iio}ált pr"i*"*"mbrán preira-
11 . TábIá.:at

Az A23187 fluoreszcencláJának emlssalós anlzotróp|áJa pufferben,kontrolt és rPe-tezeii-;;á; timocltákban

^23L87koncentráeió
( nM)

50
100
200
400

emissziós anizr:trópia
ptrf f er kontroll

c^,i+aUJ U
TPA keze]t

co j+J'<.J U

0. 141
0.129
0.118
0. 126

+ 0.021
+ 0,020
+ 0.025
+ 0.017

n ?1R
0.20B
0.176
0 . ].69

J-0.01B
-r n nróV. VaJ

t Cl .016
+ 0.010

0 'O1 + n noo
V. !,g._;

f] -í Q'í r n ^ö^9,. rUl ] Ll . L;_i_r

0.i64 t 0.014
0.15]_ t 0.CO3

A se jteket TPA--va], ( ?0 nM, 90 
- 
perc ) , i ]letve DMSo-va} ( kontr-oi- 1se jtek) inkubáltuk , Aa "rÍ.=,rzi.ji .rríáot"opiát a 4 .5 .2. f e jezelbu=61eírtak a}ap ján mértük. A-;; j;;{ír3;;;";'" 106 se jtlnrJ. r.cllt .Az arlatok öt kiiIörr.álIó ki.,irí.t áii"öe.L,ókei .i 3D',
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rátumhoz adjlrk. Igy a_ f Lr_rc,resu,cún= prf,,bá}r lrtil_ö;öz3 kisé::leti

f eltételett r<ozütti ti_irii,bö;E";;;;;;já=; is hozrájá::r,rlha'" az i r*-

dalmi adatok Jii".,f*o, aa=áI=áJálr;;. I{ísárreteinkben e L,r'oblé*a

a]_árendeltebb saerepet sat="ixl hiszen-áá"i"i"kból nem a menbr,á:,,

általános f r,riáitá""árt""á;;;;'kivárrunk }rövetkezle Lni ' iian':n o:gY

f }uc,reszcerrs anyag , ?z A23iéi ö; ionof ór mozgé}ronysflg.JL kí,",ál,r;ui_,

me gvi a s gátrr i uniá! enr i s s ^i'áJ- 
*r. i "oi"ópi 

á j, "yo*on}löveté 
s ér,e l,

Az A23187 emissziós anizotrópiárja . szárnotL*'rll*'' megemeikedi1''

akkor, ta "r";;;;iJ, 
u"oitii ;r- *e:r. _ti*""iták plazmanrer'brálr jái:'a

( 11. táblázai) .-E;-.r. -,,r,.iiár--ln*luirizár.iaására uta] - Minc'l:;;--

által rpa r._"r"íi u* jt,*t t,.,,rr-."-.,*iusziós-anizotrópia további növn:-

keclése nem követkeaik be, _"Ei r.ii*r"takü csókkeií:st (p,,0,3 s:i5

nifikanciassí;;ü^'-;üio"rriei" 
"só-ár:o nM A23187 eSe"érr' ille+"i'e

p<0 . 025 ="i;;i;it"rr"i"="iit, +Öo""Ú aiirsi- "::::t ) . t:rpi,l:ta]-ha-

tunk. Ea a pl."*anrembrán 
"ip,q-r."társára bekövetkező f lurdiiásnc,,",e..

kedésére utalhat,

§ngrgiatraqsFf 9+ a_ p9p.9ráqf.9.b9riáh !y"-T.lr csgPqrljai és az

ÁaÍLqL-9á- !""9f ár hoa§tt

Annakamagyarázataként,'hogy^1'.1231B?kevésbétu.lia+-rarr5Z'
portálni . cáái_;i TpA keieri iljt_tnu";-;= is ellrépze}}retá, , ,á),

ilyen esetbin á^ io.,.foi_--""pl*lm.r*mbrán valamely fel,érjójéhez
kötödve immc,bitisálódilr. ir-o' j*rorr=ae-i n-,**bránfelrérjék TYr, TrY

csoport jai a;- . "r-Áiiiar 
táa,rtt léirehoz;}raló ener:gia+,IáIi5 zf r:r

rragyságának ugrásszerü **e*;*ik*áo=e.r"i lrellerr.e, j.ogy járjcn ( ic,
IJyono és rt=]?]-i9Bá ; valirnint, 4, 5, 3, fejezet),

A33.ábrána27ollm-err(aTyrésTrygijrjesztésirr:axinumá:"l)
geíjesztett sejtszuszpenaió fluoresac""tiá **i=sziós spclrtrunai

Iáthatók. Az A231B7 saját fluoreszcenciájára }ror::igáit sp..ir--

truntokon aL 430 nrn-né1 ,n*e3;i..i8-;;ú;; az A2318? nrás':dlagos enrisz*

szió ja. E '"=t"" -rr.ey=ióá- j:rli az energiatl:arlszf er mértékét,

Arra, hogy á-,*rra=uorL*rr*tr*iaai energiatrán="I:: nrelret vágb,:, 3i

is utal, }rogy _1 Ty,,. .'r,v-*,*i=="ióiilii _"::Y::i:iE ":::ii:::;egybevág ^"-ÁVstgi_rL 
j*}'e*ző hr_rl}ámho=szc,n rief;jei

emisszió mértékével. A sg."-áb;..-A ó=-B-r"i=aénáit összeve+-ásér'=i

1átható, hogy TpA kezeíés nem olroa szátnottevő váliozás+u 3, Tyr_,

Try c=oportJfi" é= 
-i, 

az3l ái kázötti enereiatran'zf er ní:rtó},_ében,

Eddiei nrérésein}ret, ijsszefogla}va nregállapít}ratjuk, l,:i1 
\_?=

A231B? TpA kezeIés hat;i*á;; bekávetkeg8 --f eiiór'eiez':r;u-- r.uriÚD: *

1j_zácíó jat sern az enris="ia; anizotrópia vizsgálatok, 5eil] p,=Jig -,jz

errergiatran= zfet nrére3selr*rr**-**tattárÉ-i.r,.-i;; . TFA-rrak a7' hzj7?i
Ca? + transzportá'ó r.ep."uiáe?l ;iijtk"";,3 t,,á-t;.='' ;] vi:sg'ii*' r'k:'l'-'

közül egyedü' a meg.növ"k;;;;; nelrézfé*]korr"*'.t'á.ió eátj-Ó ir-'L'isá-

,u.. .r*r"ihető vissr;r,

Feltételezésünk szerint telrárt az A231B7 jele.tl{s tésze rie}ré; _

fémekkel(leginkább:"i',t**r)lqépzettkorirplexefornájába:.\/'.1Íj
jelen . to"iái-i="i*rr*,r-i.*r*ri =*lt*kb*rr. /r forboi é=zt,,::: kü;"_

Iés }ratására a cilos"oru.i-*"s;-iá"g rlclrÉ'rféniek mennYiségére z:

5.1.2. f ejezetben 1ej rt, snánsrárü,.*"a*á"yeilk *gy érdekes siár_,i

tás e}végzósére .,ynjt*i*t"'i|i"ie"áe""_ 
'Etég_e 3 f elsaab=c,i _

nelrézfémek menrrf,iséÉ;* 
'"*j*ii"iá"E-Áz3iB? }<oinpJ-e:<be.''j-+"É\ér'z

eátlására?
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+ A23187 (nM)

sejtek + DMSO

100
2o0

+ A23187 (nM)

sejtek + TPA

40o 500 300

Huu"il,íHossz (n )

J,J ábra Eeér timociták nembránfehérjéinek Tyr, Try
csoportjaí és az A23t87 közötti energiatranszfer

Egér timoeitákat DMSO*val (A rész), iLletve TPA-val (20
TrM, 90 perc, B Lész) inlrubáltunk, Az energiatranszfer-
rnéréseket a 4.5.3. fejeaet alapján végeztülr. Az A2:,].87
Ca-ionofórt a me8jelöIt koncentrációlcban, ]-00, 20C és
500 rrM-ban adtuk a se jtek}rez. Az emj.ssziós spektrumokat,
az 

^23L87 
f lul:reszcenciájirra korrigáltuk a 4.5,3. f e je-

zet szerint. Az egyes spektrumo}< 5 külörrálló kísórlet
feprezentárrsai , 4z ábra A és B részének f luoreszceiicia
egységei azonosa}c ( Cserrrely és Sornogyi, 1-qB8 ) .

Az 5.4. 1. fejezetbcn isniertetett erednTényeir,kbál kitÍ{rrik,
hogy forbol észter keze],és hatására az A231B7 rninirrrálisan iraté-
kony koncentrációja 20 nM*róI kb. 200 nM-rel emelkcdett" Ez iliij--
literenként kb. 100-200 pn:ol A231B7 "hatást:rlalrítírsát" j-gér,yii .
Mivel egy miliIiterben er }tí sórlete}r során 5 x 106 tin:ocita voit ,

az 5.1.2. fejezetben vizsgált 5 x 109 db. tinr,rcita esetén 10ü*200
nmo1 A231B7 "hatástalaní.tására" elegend,Ő rrehézfénrnek }r,:l}el",
terrnelődrrie f orbo1 ászLet kezelés lratására. A 3. tábiáza',ban
bemutatott adataink aiapjírn TPA haiására a cii,:szoib;tn i6 tin:ci Cu
és 242 nmol Zn jelent mlc. Ez minden.lréppen eleg*rrclár,elr }át.szik da
A231_87*teI közös komplex }répzésére, }<üIönöserr a}r],ror, ita f igye}eilr-,
be vesszük, }rogy az A23187 a f érnekkel 1eginkább 2: 1 al-án;,r';
kgmnlexet képez (Pfeiffer és mtsai, La?4). E slámitás,.rril,: szán=ze-
ruen as rgazolja az A23187 flr-roreszcenciájának wálto:at};,n:ágát,i1
f altadó azoTL f eltét,eIezóstinltet, hogy az A23t87 döntli rnért.ékber, a
cink}tel képezhet kontp}exet TFA kezelt sejtekberr.

(n

F
H
Nz
lrj
Fz,
H

H(J
z,
lrjo,{(n
lrjÉ.o
=-,t&
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5.5. Cink lonok hatása a Ca2+- és foszfollpld-fUsg8 fehérJe kináz
akttvttására és ].okalizációjára

Eddiei 'kísér]"eteink során biaonyítottu}i, hogy a Ca? + - é=
f oszf oIipid-f üee8 f chér, je kir:áz ( f eirér je kinárr C ) iendszer ai<ti-
válása a nehézf érnek se jten belüli átrendezildésé},ez veze'., (5.i.
fejezet). Fény derü],t ;rrl,a is, lrogy a citosz,;I megliövekedet,i
nehézfém tartalma sae]:epeL játszik a Ca-iorrofóro}inak a fe}rárje
kináz C a}<tiválására b*},;.c]vetkez8 }raLáscsök}renéséberr (5 r.4. f e je-
zet). Mive1 rrem csak a felrérje ltináz C hat a Ca2+-fr-ieeő f olya;rra.-
tokra, hanem a Ca2+ is lr;:b ,a f elrérje lrináz C-r,e, mint az errzin
egyik aktivátora, kézenf ekv8 a kórdés: bef o}yásr:l jálr-e a nehéz*
f énrionok (}rülönöserr }röaLiIük a leggyakoribb: a cirlk_) valaniiyen
n:ór],-,rr a f ehérje kináz C alrtivációját. B }<ó::désre pr,óbálur.1._ lned
váLaszt lreresni a továbbia}<ban.

5.5.1. Cink 1onok hatása a fehérJe klnáa C aktlvltására
Kísérleteink során elős:rör a fehérje kináz C alrtivitásának Zr3+

hatására bekövetkező váltc,zásait vizsgáltuk. A 34. ábrán bemuta*
tott eredményeink szerint 0.75 mM ZnCLz jelerrtősen növeli :a

citoszobeli fehérje kináz C a}rtivitását, mi}rö::ben az "alap-kináz"
aktivitás ( anrelyet Ca2,t ós f oszf oli.pidek nélküI mé rtünk ) ,"ál_to -

zatlan marad. A mernbránkö,tött fehérje kináz C aktivitását hasoniá
koncentrációjú ZaCLz nem befolyásol ja (nem bemut.:it,rtt adatok). A
felrérje kináz C cink l:atására bekövet}<ező aktivációja 30 és 9ü %

köaött változott a különböz3 preparátumokban. A maxinrális alrtivi-
táshoz szükséges összes ZnCLz lroncentráció 0. ? és 1.0 mM kö:,öL',,i
tartományba esett.

A preparátr_rmró1 prepar_,áturnt,a való ]ri_llönbségÍ"rrek több ol,.a is ]_ehet,:

a. küIönböahet aa egyes preparátumok rrxidáItsá6i fol.-a, l'íivel a
szulf}rj.dri1 csoportok cink-kötő kép*=sége oxidációjukka1
nagymértékben "=ök}.er-r, eI{lrehalad,oitabb ox_idáció esetéri
rnind a se jten be].üIi SH*csoportcrk, mirrd a DTT SIJ-csoport, jai
Zn2+ megkötésére e§yr,É inkább alkalmatIanokkír válnak, ts3
aktiváláshoz szükséges összes ZnCla }.,crncentráció csö}:ken.

b. A citoszobeli fel,iérje kináz: C cinltkel valri te}ítettsége a
különbözf, rrr*n"rátr,rrrro}<ban }iülönböíÍ. .1"]]:ri, Jg" a citoszoi-
ban }évo ossaes t:nzi.mntennyiség küIörrbiiző irányadát 1ehct
(természetesen a szlikséges 7,nClz válLo;ó lTlenny j..é{évei ) -ri- -

tiváIni.
c. A különböző preparáturnok különböz léságá].rez az a nemrégib*l"

f elf edezett tény i s 1rozzá járul}rat, 1rogy a f e}rér j* kináz i*
nek 1egalább hárour izo*nzime 1rülönböztethet!!, rrt*=é. Ezer, i=--,
enzimek egyrnástól való küIönbségei részben gerretikaii-ag
meghatározotta1,-,, dt: különbözőségük ]ilá:;, e,ldig még f --,1 lÉL.
tárt ckokra is visl;zavezetlrető leheb (.Ta}<e:r És !iilil*y,
19B? ; Se}ríEuchi és tntsai , 19B7; Woodgett és iiunter, i 337 ) .

E f eltételezések bizoriyítí*sa,
igényel.

vagy cáfolata további kiiérletek*l
|.
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'l4. ábra Ctnk akttválJa a fehérje klnáz C-t
A nyúl timocitákbó]. .származó citos aol.t" a 4 " 2. f e jezet,aIaPján izo].á].tuk- A fel:é::je liináz- C aktivitásárl,akmeg}ratározása a 4.8. f ejezet. alapján törtér:t. Az ábra Arészén a felrérje lrináz Ó aktivit3ia, g-i&neo';";i;-";"al;rP*kínáz" alrtivi.tás látlrató. Ar áeyá=;Eréseket cinirnélkÜ1 (':,D ), il]etve 0.75 mM oss,Ils ltoncentrí..ciójúZnCLa jeJ,.rrlété:ben (t,t) vógeztük, A nyíllal jelö}t he-lYel 1_0C_PM végkoncentráciájú felré::;""r.i"a" C inhibi_tort, H--7*et ad.bunk a reakcióeleg5. 

"ár--rJ. zéilez. Az a-datok né8Y kiilönáil}ó kísérlei reprezentánsai (Cserraelyés mtsaí, 19BB),

0,75 mM Össaes Zr,,CLz ]roncentrácip esetén a szabad Zn2+ koncent_rác:ió 10-8 M körüli értékre t"h;;8.--á nrM-ná} több ZnCla hozzá-adása esetén mind & citosaobelí, rnina a **tr"irrxotött f eirér jekiriáz C aktivitása erőt*ljesen 
"áarnro"" (nem bgínLl|3fc++ -.]*.+._.l-\Ezen, gátló hatásri ZnClr koncentra"iá..esetén a Zrra i ";="i';3 "i;i_

centrációja 10-6 M ]:örii].i értéIrre tetreiij. -"ri-rr"u"j 
Znl+ kr]n.eri.|__rácicikat Bartf ai (11]79) alapjí-rn becstlii.ito €l, EGTA, EDTA és DTT ,_lHértékekre korrigál|; statbiritasi k""={"nsait Bjerrum és nisai_( 1957 ) adatai alaP ján szán:u-,,1tuk. Á-szab"a ZnZ + koncentrác:óhfenti értékeit_ azoni-;arr c.supán b,ecsléselrne}r 1e]ret te}<inteni . Fi;n*tos számításokat ;,izért nem tud"tunk-.réb""rri, inive1'-;;"-*rliiitrenclszer }telátc,rcrk (EGTA, EDTA, --DTf'+ 

ciioszoIikus feiié::j,i1..,vegyületek) és kati,lno}r st lraságát' ( C;;; , Mg2 + , Zr8+ + a citc,:z;,lkation jai ) tartalma,.,;.t-,a.

Nis}rizuka :: csoiiclrtjr,r egyik kcrrai }<özleményéber, arri,} :;:áno1be, hogY Zn}+. no*_ kópes -;rlrtivá]-nL 
. f*].ér;* }rirráz C erizin-ir:t(Tnoue és mtsai , 7377)-- Az álta}uk íeírt ererJ_mtlnyek és sajáteredménYeink 1tözötti t:lLentnronclás azonban "9..ii" 1átszóiag.;5,Nis}rizuka és 

_ 
c'opc,rtja r-rgyanis e korai"*k;"riil3,.y*iuo., r'en afehérje kináz C--t, ];ilneíIl 

"=.iÍ. arrriak a-resulárcj.tjs aon,er, ]e]rasításaután keletkez,',j t at 1iti]rus domérr3ét- ri"úer;e }.ináz ú; vizsgá}ia.
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Pllrker és mtsai ( 19B6 ) szerirrt a f ehér je kináz C f elt,é,,eiez,:t-t.
:_:"F. kotőhelye(i j a regulációs c]omí-:n rósrét képezi(k). Ig:., aNishizuka és csoportja íilta1 közölt eredn{,:nyek é; sajá*- erecrlé*
T{!i"}: kÖzÖtti látszólagos e: llentmondás való jában azt &e elkép;=-li:sünlret erősíti meg, lrc,gy a f elrérje kínáz Ó f e].tételezett cink-kot8helYe saerepet - játszili az *rrii* cirrk ionok átta]_ okozott,aktivációjában.

A ZnClz hatására észlelt enzima}<tivitás rlövekedés számos olyano1r miatt következhet be, arnelyek esetén az "rr;i;;"k csupán lát-szólagos aktivitásnövekedésér61 beszélhetnénk, Az aiábbiakbanezerr Lehetséges okokat sorol jult f e]. cáf o1juk meg.

.t. a ZnCl-r-ból nem a ZnZ+, hanem a Cl- aktivál
ZnSOn , illetv.: cink-acetát ugyanolyan 1ratéltonyságga}_alkalmazható (nem bemr-rtaLott aáatok)-.

b. ZnCIz iratására CaZ+ saabadul fel a Ca-EGTA, Ca-trDTA }:om-PlexekbŐl, hiszen a Zn2+ srrkkal nagyobb affinitássa1 bírezen kelátorcrkhoz, nint 3 Ca2+ (Bjerrum és mtsai, 1957). Azenzim aktiválódását. tu}a jdon}réppen a f elszabadu].ó CaZ +

ionok okozzák.

_ZnClz lrelyett vele ekvin:oláris mennyiség.,1
adturik a reakcióeLegylrez, az aktiválái .l.*be ( rj*m bernutatott adato}t ) ,

C , }ranem valamely rnás ..Ca2 + f üggő f ehér-
Ca2 + -ltalmodul in f ügg8 f eirérJ e kináz )

Amennyiben a ZrtCIz -ot és az aktiválás}roz }iaszná]-i
CaCl_a -ot eÉ]lu,t! acljuk az alap*lrináz rea}r.i,ielegylrczsemmilYen a}"-tir'ációt nein tapasitalirrr]r (n*m bemuta+,,;tt
adert.rlr ) .

A f ehér je ki.náz C lratalitikus donién jer8t Ca2 + -f riggÉneutrális pro,beázc,]..kal a regulációs rlonrén ]-eváiasztható.1gy az enaitn Ca2+ - í,-s f oszf oÍipíd aktivíri}rertósága ;r;;;;ü-nik (Kis}rirnotc, ós nrtsai, 1985; Mr_rrray és mtJai, 19E?;Buday és mtsai, 1987 ) . Amennyiben a Znzi a felrérje kiná: Cdegradációjában sí,tjrepe,b játszó proteázcrkat sátoiná,--e fo*lyamatot is rnir,t_ ;r f ehérje kináa C --1átszóligos..- .kti-,,á-ció ját észlelrrénk.

A lratalitikus dcrlnérr (M kináz ) f elszaporod,ását, i]-]etvemerrnYiségének ,: inlr lratására beliöveti<eel{ .=ot t*,-,e=e t
?z "alap-}rirráz " atktivitásának változásai }-.e]-1ene h,-,áykísérjék. IIyen váItozásokat riem La;,35ztaltunll (3lr. áb-ra E rész). .A C;r2+-függő neutrális 1.,16f,6§31 gátló 1,:,-i-,peptin hatására a f ehér je kináa C aklivitása t]er, .rál t.,:*zik az által_un}r rr/er-t, preparátr-rmokban (12. tábláza-,). A1imfocitá}rna]r a f elrérje }<irráz C*t hasitó proteá:akti.rl-
tása jóval kisebb, mi:,rt aE agy-, illetve má jsejte};Le:-r,
vé r Leme zkékb,:n,"'eigly rieutrof i lekberr ta l áIha'có 

- 
pr Jt e i z,a}; -.

t.ivitás (v.Lj.: cr-ry és mtsai, 19B6 ós },lr-rrrrly é: m+,;.r,-i-,1óa7\LdU l ) .

Amennyíben
CaCIz -ot
következik

Nem a fehérje
je kináa (p1
aktiválóclik.

}cirráz
Cl
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A CaZ + -f iieeá ne;r-ri,rá], j 
= proi,eázok rrreii*it a f ei-iér je ki-

náz C cink*aklivácir"-,ját a citosz,:1. nrás proteázai is
bef o1yásolhat já}t. Yc,l.rng és mtsai ( 1987 ) adatai szerini
azonban a fehérje }tiriáz C enzim fétéletideje a ma8as
proteázaktivitású , }7 oC-on tartott gliÉ,rna sejtekb*n
is eléri a 6-7 órát. i{ivel a fehérje lrináz C alrtivitá-
sának mórtél-.ét közvet;lenü1 az egye5 sz,-rbcellu]_áris
frakciók iucrIálása utón végeztük, nenl va]-ószinü, hogy
az enzim proteolitikr:s bontása elŐrehaladott fokc,i ért
volna el. Erre r:tal ai:, is, l-rogy a felrérje kináz C akti-
vitását az izolá]ó pr-rfferhez adott pr,:teáz-gátlók k,_,;,.i]_

egy sem befo}yá.solta (,2 mM PMSF, 1 nrM benzanidin, 1C0
pg/rnl tripszin inhibitor, 10 plg/rni. pepsztatin, illetve
apronitin; nem bemtitaLcltt adatok) .

Cink ionok a foszfo-felrérje foszfatázok ismert inhibitc,rai
(Sparks és..Brautigarr, i386). A fehérje kirráz C,-vel párhu-
zamosan műtoao, a fehérje kináz C álta1 foszfo::iiált
szubsztrátot defoszfori 1 írló foszfatázok gátlása kísériet,i
}<örülmérryeín}t közö,Lt e1 f ehérje kináz C
akt iválásakérrt j e Ientlr,e z,, r-le,

- -,1á,tszólag.,: - -

A 34. ábrán a fe}rérje,kináz C-nek e fehérje kináz irrh:--
bitorral, H-7-teI (Hi.daka és mtsai, 19B4) való gátlása
után a szubsztrát f c,:zf orj 1áltságána},. szint. je ai:f,):-lü5
mértékben csök}terr cirrlr jeIerrlétében, mirrt artélkül . Ez
arra r_rtal, hogy .] cirrk nenl bef olyásol ja .?, f ehérje kirláz
C-veL párhuzelmoserl *iltr."aő foszfatázc-,}r a}tt ivitását -

A cink ionok a tirozin t,árnadáspontú f oszf o-f ehér je-f os z!a-
tázokat még a fcrszfosnr:::in/fc,szfothreotrin*fe}rér:je foszfa*
tázoknál is jobban gáto] .)ák ( Sparks és Brautigarr, 1-a3C ) .

Ez f elveti a l,:}retőségít anrrak, hogy cink jelenlétében a
fehérje kináz C-nek egy --,ezidáig a gyors defoszforiláciÉ,
miatt rejtett-- tirozirr 11inázok által foszforilált formája
stabi}izálódi}<, amely a::,, alap-enzimné1 rnagasabb aktivitáts-
sal bír.

A citos zol-enzim 60 pM ATP, il}c,tve 100 i_L}1 Nas \lOq
jelenlétében való ct,'-1inkubálása nem vezetett az eirzin
aktiválódásához (n*nt l;emutatott adat,l}r). Mivei a },Ia;VC*
a foszfotirozirr-fe}:ér,-ie-foszfatázok másik ismert cá*-ii-
szere ( §warup és n]t s;;-l i, , 19B2 ) , ezún adatok a tir,:,3ir: -

foszf orilációrrak i:l f,.,l:érje kináz C a}rtiv.írlha'uóságábarr
játszott .§zerepe e1}*rr szólrrak.

Az el8z8ekber: ismertetett n,ieg,f ,-intolások miat-t va Lő:zín!J,, h-,5j'
Zn2+ nanontó1os szalierd }roncen1,.r:ációban képe:; a fehérje iii:'l;,l 'i-'

etrzim aktiv,áilársára , Az enzinr ,:itrkl<tl] való a},.tiválhatósága le}:rr-"
hogy összefiiggésben á}1 a re._-,itJ_ációs dornónber, Par,]-,rrr, és ;:,L::_:
( 19B6) által f eItétr:teetjtt cinl. ltöt,Őhe}y teIít,:Lbségév,:I.

Az értekeaé§ megíránának ide, j,, alatt Murakariri €,s nitsai ( i 33T )

eredn-iényeinklrez igen lrirsonló "lclat.rkat közöltek. l"ío:gf i gyeié-,:i}:
szerint ZnL+ kj.s ]roncen,Lrációb::lr az agy citoszo1 felrérje 1rináz C*
t ].0-75 %-os nrórté}rben a]ctiválj:_L. Amennyiberl a Zrr2+ srabad }:,:n-
cent,rációja a ptM-os értélret meülraladja, a f e}rér je }rinál C gátlÍt:a
következik Ue. Ezen arlartr_rlr is *gybevág az áIta].Ün}r t;tlá}Lai..k;ii.
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5.5.2. Cink ionok hatása a fehérJe kináz C forboI észter köt6
képességére

Egy _enzim adott kísérleti lrörülmények között.i akti. áiódása
alapvetően }rét mechanirmus saerint melret végbe: _, .,/agy az er.ziin
ált;l katalizá}t reakció naximális sebessége nő nÉ8, va§y ez
enaim aff initása válik nagyobbá szubszi;ráljai., .. ii]_,=i;ve a}:Livá|o.'
rai iránt. Noha a f ehérje kinftz C-ne}r az ellJr'é f e jeze*-ben isiler-*
tetett aktiválása nem v*zetl:etlj vissza az enzim aff irritásváitozá=
sára, hisuerr nrind a sz,_lbsztrátc,kal, nrind &z irkti.,,átorokat rlagy
felesIegben, "teIítési órté}rerr" alkalrnaztuk, ez a tény ge8 zár;a
ki annak a lehet8ségót, lrclgy a ZnZ+ a rea}rció rrraxinrális sebessé-
gén kívül az enzim af f irritását is bef olyásol ja. Az, ATP-re, }risz"
tonra , CaZ * *ra, f oszf aticlj.lszerin::e és f <rrbol észtelr-e./diaciI-
glicerolra mutatott af f initások vizsgálata közüI elstlllént a Zr,2 +

hatását a forbol észter lrotÍjclése esetén virs6á}t,uk meg. .Az aláb*
biakban e kísérleteink eredtitényeit nrutat jtrk be.

szabad 3H-pDau koncentráció (nrvr)

örJJ ábra Ctnk hatása a 3H-forbo].-dlbutirát kOt8désére

A nyú1 timocitákat a 4.1., szubcrll}r-rláris f ral,.cióikat a
4.2. fe je::et crlatrlján izoláltuk. A 3Ii*f t-,r,bc,l-c]ibutirál
}<otljaesene1-, mér:t,ó]iét a 4.7 _ f e jezr_rt :,zc:r-irrt h;itár,;zIui".
me8. A vizsgált f e}rér jenrennyisóg citoszc,]_ esel-én 100
FB, mikroszónrá}< esetén 20CI pg vo.l.t. Az üres iti,rr,i,, a
ZnZ + rrél}<i.il , a töttött, ltörök 0 . 75 rnM ZnCle jel*:;i-
1ét ében r,ég::,:tt nrér:ése}r er:eclményé1_ jelc;}ik, Az írbra E
és D rés,;:.;órr ;r }.;ijl,ósi adatolr Scatc]ra,r,-}*arr.alízise iá|.}iri,:
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A 34. ábrán lát}rató, }togy cirr}i ionok megnövelik .e citc;szcl
f orbol észter receptorainak af f irtitását a 3 H-f orbol*dibr:tilát
ir'árrt - llasonló növelteclés nrenrbráinkötött ]:a,]€ptolok esetén i:eil}taPasztalható. Zn?+ n,3lrt c:ltozott semmíféle ..,áltozást ez i L,,t1jelzetLen f orboI1dibutiráL j,:ler:Lété]:en..nrért dspecif iltus tiotJa+=-ben sem. A köt8dé5i aclat.:i< "iáy*e.iéiig"h"i";rl'á;;;;i, nutatnai: afehérje kináz C a}ctirrá].15ctás scrró.rr kapott erednténl,eiri}rke}. A Zr'?+hasorrló módon csa}r a citoszoliltus enzimre varr hatássa1. A Zri! +

néI}tül mért citoszoI 1E;;t,'-{<]ési görbe több, ltiilörrloi,z(, af f fniiá=1;}<ot8helYre uta}. E 1rü].ölrbsá:gek cink hoazáa,lására nagyrné::ié],,beri
csökkenne}t, eltünneit. Ez ö:;siirangban áiirrir a,:it"=zci f*i,ó::;.:
kirráz C aktiválásánrrlr r.,Érltozó rnértókéve1, i]_1ctvt Erz.-jal 3 f *,1lé-.telezésÜnk}<e1, ]]ogy a ci.tc,szo} enzim cink}ie} ]tiitörrbö:é1 nér.tékLe:.telített enzimek keveró]re. E f eltételezést. további kísér-l*.,e}:
hivatottak megnyugtató mórjon bizon5.íterni.

5.5.3. Clnk ionok hatása
membránköt6désére

a fehérJe klnáz C reverzlb j.lts

CaZ+ e113segíti a fcl,rí:rje }tináz C f€\,.:r:3,ibili:; ki:rtgdésó+- amembránok}roz ( 12. i,ábláaa b; Ni.edel és mtsai, 1_9B3; Wolf és mf,:ai,19B5/a-b; PontrelTiüli éE, nrtsai, 19B6; G,rp,alakrisjrira í:s l,tra:,
1986 ) . A 12. tél:1.ázat :;zcrirrt cin]c ionok i:; lrépesek a f e]1ór.;ekináz C menrbránköt'jdésénc}< el8seeítésére.

A cink ionok ál i.at ki',-áttott kotŰd,óshez a citoszol és a n:i_};r,:*szóma f ra}rcíó end,lgén Ca2 { tartalma is }rrrzzá járul}rat,. E l.at"ásazonban nem leirei; dőntŐ nrórtékii, lriszer: a cirrk ir:nok abb.rr: az,esetben is ltépesek a membránkötőrlés etá'liae"asére, 1ra a citoszclés a mikroszóma flakció endogén Ca2{ tartalmát eIŐze,t,esen c}lelex100 kezelésse1 eltávr:lítjtrlt !nem bemutatott adatok_). A fei,rérjekináz C a cinlr iorrok áttal előidtiaett membrán]röLácl.':se is ro.r*r,"i-bilis abban aa értr;].enrben, lrogy a Ca2 + -kötődóslrez liasonlóan EGTAkezelésse1 aa enzim ezen esetben is a membrárrró]. eitávcIítl,iat,ó
( 12. táblázat) .

A 72. táblázaL figyelernreméltó adata, trogy 0.1 mi;1 CaZ+ r,]_yar,körülmények között, ,r*i§i_lr a mellr:tbe egyébként jeleniévő i-2 pi{
nehézfém-szennyezést (1d. 4. táb].ázat és nern lrlizölt a,]atok) E§?A,EDTA komplexelr segítsógével eLtávolítcittuk c.:ak csök}tent né;:téill
berr képes a f ehér ji: kinírz C n:embránkot8désének eláiaazesére. E: ame8figYelés arra utal,.. hogy a rlel-réafóm (cin},,) iorrok a Ca2+ á]ta]_eltlsegített membrárrktii{ldésÉen is l;aerepet já+,sz]ralr,ak.

A L2. táblázqtbarr a f e}ri;r, je }rinítz C aktivitásért,é}rgii 5pÉ. j_f j,*
kr:s aktivitáskén|t vannalt f el,ttntetve. Mivel a citos;,i]. iti:ir- j --tar+,aIma a mi}<roÉzómaf r:t]rcióira}r }rb. 3-4--cii1 É5}-FciFa ,,..,i -+ r - 1a.,^ l
i] ]etve Znl+ okozta **,nurilt.üig..ie= "ávü"i'u;-.:l"*:"';;=i"]r.ii.,,]táis rnirrtegY 40-50 %-crs l-söl.;}t.".:trésóvet jár. Az en::im öss:es a].,ii.,,i-tilsának ilYen csi-jkkerrése a,z irr:dalomban ál t,aláncs jc.ie:.:,,g,

^amelynek pontos oka niég nL:nr tiszt,ázott (Nieclel és nrtsai , i33!;Pontrernoli és mtsai, 13t36; Gopaf aP,rishna és tntsai, 133e ) . A:
mi-nderrqsetre megál}apítlrcrL,í-,, hogy az errzimaktivitás,-sc]}rlr*ri,lsérr=]l
tónyétŐ1 f üggeblenü1 ii cin]r a C;t2 + *}"toz hasoriló vált,rzásu1.:;ri ,_,kl:
a f ehérje kináz C altt;iviti.'rsának negoszLásában. ;
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Ca2+ és ZrrZ+ e].Bsesíti
Az izoláIás rnódja,
(az izoláló puffer

további alkotórészei )

EDTA (2 mM), EGTA ( 1 mM)

BDTA (2 mM), EGTA ( 1 mM),
50 pg,/ml leupeptin
CaClz (3.1 mM), EGTA (1 mM)
EDTA (2 mM)

CaCiz (0.1 mM), 50 ug,/nrl
Leupeptirr

"Ca-mikrt)5zóma" *
+ EGTA extrakciób

ZnQIz ( 50 lrM) , 50 pE/nJ
leupeptin
"Zn-mikroszóma" *
-| E§TA extrakció

táb}ázat

fehérje klnáz C membránkötődégéto

Felrérje kinárz C ;rktivitás
(nnro1 3 2P /perc/tllg f e}rérje )

I!-

a

0itos zo1

6.0 + 0.5

6.1 j 0.4

5.1 + a.7

'n-+n',;v.u

4.6 + 0.5

2.5 + 0.3

4.B t 0.4

}liklc,s zóma

1.5 + C.3
1ÁlA^j_ t 

= 
t-J.-l

2.0 t 0. f)

:

Áa:AOa.U j V.U

2.1 t-0.4

4.|: + 0.7

2.2 + 0.3

aNYÚ1 timociták_citoszolját és mikrosaóma frakcióját ;1 1.2. fej**zet alapján izoláItuk. An i",:,:láLó puffer 20 mM HJpes-t (pH r.4},10 mM 2-merkaptoetanolt és e táblázitban megje}tjlt, alltotóe1**ek*ita.rtalmazta- A fehérje lrj.náa C aktivitásanát nreglratárc,zását, ,34 6 - f e jezet alapján véig€ztil}c. Az aclatok 3 }iiilir;á] 1ó }:isérleIátlagér,tékei + SD.

t'0 - 1 mM CaCla , i}letve 50 p}í Zn}]tz jel.enlétéberr izolá]_t mikroszó-
T: fra}tciót 1_ rnM EGTA*t, 2, rnM EDTA*I, 20 nrM l.Iepes*t (pF] 7.1) éslU mM Z-merkaptoetanolt tartalmazó puf ferben altni higytr_rk 6cPercen át 4 oC-on- Tnliubálás urtárr a nenbrán v€zi1,,r_tlír}rat cerrtrifu-gálássa1 ( 100 000 E, 30 perc, ,t " C) }<ülönítettük el. E:en esetek-ben a "Citoszol" a felül.úszí_.,t , a ''Mi}.r,ru"ónur" az üIetlé}tet jelö]_i_
( Cserm.=ly és mtsaí , 19BB ) .

5.5.4. Cink _tol9k _saerepe a fehérje klnáz,C forbol észter ésantlgén által elősegített membránktit8désében

A f ehéfje }rináz C alrtivírció jána}t egyilt igerr érile}ies, é_.r .13ut óbbi időben r:end}<ívü ]. :;,:lr;ri tanulriJrnyo",]tt i óp,ist az *:rrzi;it
f orbc1 ószterek, diaci 1-el.icerolok, illetve más á5.e,i,selr (p] .

,]eződése JNishizuka, 1986; Farrar és Ruscetti, 19B6; iie1 ésmtsai, i9B7) . Aa alábbi 1rí.sórle t,einkben arra a lr{,::clésre ker:estü;ikválaszt, hogY elképzel]ret,l{-* a n,e}rézf émi,:nr:k ( cin}r) rész.ré+.*1e ú
f olyametto}<ban

/
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36. ábra Az intracelluláris nehéterrérje-ti,a, c átrend";áÍ3=5elátor, TPEN hatása a

A lrumán p,.:]:ifériíilis ].inrfoci-bákat a 4.i - f il .i*;zp* 
=-. ----ján iaolál|u}<. + =";t*i..l-iö. ,-,* rpuu:,r*i (;"i:=i'.i;;í,illetve DM§O*vat a0 . 5 

-i,j"r 
l"'z,,, A"eJ"'c"iá=, ; 37 o C .-.t,. 2Ópercen át etÜirrt.rtlári,,i.l--i";a az i"r.."iáijrt 2a nM TpÁ-val, illet,ve 20- "g-l;i Büi'oso ;;;i:öó; arrt,itest,t.,=1folytat'bu}i, (A Plra"i:ro "ut"" a kon,:errira"i,*ibari nti;.ta.ioPlimális nritu5Ón liatá=t.;--nem benutetott =.l..,r^t_ \ rinkubálásL an ib,á., ,urJ"r"ii"'i;3;;;;;;;:""#;:: J "!:ra való híítE.ss*] és--a-;;j;;; ] ecentrif ugálásával á]-ií-tottuk ]e, A cit.'-'szo1 e 

= 

-"'-*:_]r"o==á*"''íill,..i; 
izolálá_sát a 4,2, , a f e}:érje r.i"J="c at ti,.iia.s..,r. nreghatár,__,*zását, a 4.6- t*jl,re! "í;;;;" végeztir..-a" Llres kc,rö}r :icito,szol, a tölt,ött }tör,ök á-*ito"J==i.,,-,ar. i.]t,Erj" kináz i:aktivitását jelöJ-i}t- Á" 

-áa"t"k 
]rárrm 

"i,iir.,"arro 
kísér. jetrepreuentánsai (Csermely és mtsai, rg8Si.-.

A 36 ' ábra A rószén a f e}rér, je kínáz C-ne}t TpA hatására beköv*l, _kező tartós á',;;á;;saj""'tsttiotJ.--*Á" ábra C r,észén az enzim _F,l,iA030 anti*CD3 antitest irir"r,r* és ,n=t"I, ,19B5, 
- -iá.-.+. g. fejeze.u)áita1 kiváltcrtt átn-,en...ii- 

-**"lrr.,á"i.áiljáj,=aa 
nrut,at ju.lr bc. liitr,ijié.,:kísérletbeli 

5|edlnénY- 
-;'i^cis:;a}urn€t,,.rn 

a:1 az j,i:oáa]ciilban kl_::ij]._*i::;':*"lnáT':l'i:k"l , +iiu; ru,"§;;= Rusceti;i , i986, 1,1el ,];
részén ;;- "ii"{"*i:}"i3;;;;1,3*Ji}ff;í";5J ;;i,,ár"íi,;"ir;rriPerif ó::iális 1imf ocitai "i 

-;iá;";;;;;=:; 
int,rac*1].ulári_ rie }réif én_kelátor TPEN-ne} (Arst,"r,, -er= 

nttsai , 79áS l r.*"*iitir.. 
*. 

rPPX ]re:*iésutirn =em a forboi a_'"i"", ,,i=cn az zrnti-CD3 orriii"=t ri-;l:.i képe= 3f ehé:: j': }rináz C membrá.rÍ.átőji,"ei"r.'Ji,{idézésér__. A TpF}_] .,,,.*.intrr,Lcellulár j s caz + r.,""r. k,,:,nip1;;b"-;;iu1;;;i- ie;ti i,i'o'onlii.lil
l:i;:;."::T: ,'i3*r"íi; ;:: "áli;;i;"n,.!' "" intraJeil _ilár_is cal +

1985 ) a;, 
--; Óji; "Íi**.,.Tirfi ,-i:á'il;,, ;ái33,;.r3ffiil-i,","!]i,átrendez8désének 

" ;l;á;;i,ia=a"., irá. 
"i;. 

táiblázrr|) .
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A 13 - táblázat adataj. szerin,t az intracelluláris ne},iézf érii*kelátor, TPEN nem képes a fc,r,b<ll. észter, illetve anti *űD3 arrti-test álta1 }ríváltott f e}ré:lje kináa C átrerrde*.zÉÍOe= neggát],;i.ár.a
abbarr az esetben, ha ZnZ+ *},;omplexe fornrájáb;irr adju}< a lÓ;tei.,t "..Ez a megfigyelés arra uta1, hogy a TPEN ezen haiását valóbai, a
nehézféme}< sejten belüli :rza§ad koncentrációjárralr csök]rentésé.,,el
éri el. Ea a kísérlet leltet8séget teremt.=""a, hogy infornrácic,tnYerjünk a különböaÜ rrehér.fémelr },ratékonyságáróI e ri'gbi hatásárra}:visszaf ordításában. Kísér:leteinkben a se jtén beliil 3.eggya1..ra"3b;ri
elljfo::duló nehézfémeket (Zn, CLt ,.- Fe és Mn; ld. 3. táblázat; ]]embernutatott adatok és Ars}an és mtsai, 1985) vizsgíiltr_rk. r\ CuvizsgáIatáIa azért rrem li+r,üIt 5or, nti.reI a r,1: ioti;lr 5 rr;g;,sá3-
rendde1 erÜsebben lröt.{dnek a TPEN-her, mint i:l Zi,L2+ (A,1::er.,.6g é=mtsai, 1977 ). .Emiiit,t a r*.:i:; kiszorítaná a cirr].,et :t TFE|]-nei k.:p*zett komplexéb8t, 1ehetetlenrré téve ezálta]_ a réz és a cii,}l
hatása közötti különbségtételt,, Fe és Mn csak részberr kép=s 3
TPEN hatásának megfordítására (13. táblázat). Amenrryiben kleáró-
Iag csa}< a Fe-TPEN-t, illetve az Mn-TPEN-I adtuk a sejtekhez, 3fehérje kináa C megosc,láset zL cj.toszo1 és a milrroszónia fra}:,:ió
kÖzötI a kontroll sej"t ekó}rez igen lrasonló vc,lt (ne:nr beitru+,atoit
adato}r ) .

., A CaZ + - és f oszf o1ipid-f ilgg3 }risz,Lon kin.áz alitivit,ás átr*:-.d,e,-
ződései nem mindig jelzik egyérteinriien e f ei-rérje kináz C et.:in. ,l .- -átrendezödé.sét az egyes se jtf r:altció]< között. $zámos esetben Liiya-nis az átrendeződést lrivált,3 ltí::érletí körüllnényelt (pi. f ,:,rLr]_
észter kezelés ) jelent8sen megváltoatat jálc a iehér je kinírz Cszubsztrátspecif icitását ( Coc}ret és m,Lsai, 1986 ) . Erniatt f e}rér jekináz C aktivitásmóré.seintrrke1 párhuze{mo5an a 3I]*forbc,l-cjibulirát
kötő receptorok átrerrclezíídését i= viasgáLtr,r}t. A 13 . Lábtázat,bar:
bemtrtatott kötődé5i arl,art,:rini._ szerini a 3 ij-f "rb"i -á:_Uotirái rel].,p-tor megoszlása a fehérje }rináz tj a}<tivitás nego5:IásávaI pár:iiirra*
mosan változik. Ezg}r a3 erednrények neger8sítl}. e f e}:érje kináz Caktivitás átrendeződésél,el }rapcsolatbán levont k5r,etÉeetet.ése-inket és arra uta}nak, hogy az alkalmazott kezelések nem oko;zá1,.a fehérje kináz C a szubsztrátként használt báziirr_rs II]" ]risz,tc,n
irányában mutatott specif icitásánalt megváltcrzását.

Fe}rérje kináz C-veI }rapcsolatos eredményeirrk összefoglalásaiiént,megállapíthatjuk, hc,gy

Zn2+ nanomo}áris koncentrációban képes a citc,.szclban ]_cka*1izált fetrérje kináz C aktivá}ársára;

a citoszo1 ,f ehérje }rináz C f orbol észterre1 szerrbeni af f :-nitása ZnZ+ hatására nö;

Zn?+ képes az erlzi1,1t re;varzibilis membránkőtődé5éne}<
idézésére;

-rl
.'.Z =1.-r-

a ZnZ+ szerepet ,iírtszik a fe}rérje kináz C Ca2+, TPA
antigén á].tal ki.váltc,t.t membránkotődésében
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6, össz'Fo.tAtds, Az §REDMÉNY§K MEGBE§zÉtÉsE

6,1, A cink szerepe a CaZ+-ionokon alapuló másodlagos hírvivőrendszer-és a ierrerj! 5r;al-ö-á"li*n x*"*""iii **e..alósulóí:i*í"ró" nt tOi"iónrratásaiUi"-:- aa erednények összefog-

Kísérleteink során elŐs"9r. .3! vizseált5r\ fr€g, hogy vaii*eleliet8ség nelrézfém"r.'rcink) 
";;;;;telére el T lirnfocitá}:Ca2+- és fe}rérj" 

',ri;;;"'C 
.r;;á ;"iiáiaubító rendszerei köi-c,sönhatásaiban. Nelr*:zen r.op""rü"ilj"'"t ugyarri5 a n.-}rézfénionok részvé,ber" -" "-rc,ly-arnat..ktran 

akl-r91, ha a f enti kíiajeltovábbító rends"*'-*Jyirnorr*ii-.r.ti.rara=.. esetótr kortcent::á _cíójuk vált.zatr"" *"'-J] A =";t*rr-ü*rtr ., :::abairl ég kötö.trt,állaPotú nehézfénii"i9rr*6Tgyensúrlyr;; .]J.r.r.t e€;ynássa;, E-..: _, l +a nehézfémionok szabad toncentrációjáinak niegvá}tt 
=á== ?:ii;:telezhetően együtt,k*ii, "_hogy 

já;j;;-'ö==""= nrennyisógüir meg*változásával i=. Íil-;; 5.1:" rái*,lJiu!" isinertet,ett kísér].e*teinkke1 a]]ra a kóráési]* t.ur*=t.irrt választl ho'}, vált,-,zik*e enehóaféme}t koneentrácir3ja az egyes szubcellr-rláris f rakciókban
3.':i3í:'e }:ináz C ";;i; 

"i,,,]ü-i";;;r;í;:i 
.;;-;;;,{- .],i'-i.,,ácii,; ;

l'1ind röntgenf 1uoreszcenc j,ás mér-Áqoi _.l. lve Cserm"Íy":=. *;;;i; - j';áir.T:. fii;:ír.li;i ,.1,.', j; ji.;;,;oJu,i;,;f otometriáva1 k-p.rii' ..áoi.,lrrí' r u. ílz1 j";ezet, i1l*tve [-.se:. -mely és mtsai, ]- sar túi "rt ie"=oi j.Jk, hogy f r:,.!o1 é=:ler 1l.,- -ze1 és lratására- a ne]réziÉ,n,.,k ;ii""t*."át"*.rau=ííaei" i;r,etke ; iibe a se jten belül , 
-n-ki=árr"i"i;kb;; 

tJpot,t er:eclnrériyek ös3zt-,f cglalását e 37 . ábrán*'r,"t.t;uil--;;l ilre.]mérryein}., gz*ri:r,, ..fehérje kináz C to']ió="'-'a}ttiváraJa=*- ese,térr a neilézféiiis,.k(kiitönösen a cinkj .;$ ;"i""tB"";;;;- a tíiriociták In;rp* ,í..nrit':}<ondriális f."aliáiJ3iujr ; ;;ii;r;;iá,isr.tn (a=az rlönt,3 ie==_.betr a plazmamembránbil t.-r.l=.*.r- 
T- !iii""l tat ese-|.én ii mikrl-i;Ít3rrj;:u"i3 'f": 

-ii:,:";;l;|:j*.'l'"'áidonla:rnás 
,],,ti l.,]11 ]]lr._+Ez ;; ';;;""á.];sa;;'", j; j:;, iJ,d;,.i,. i' j,i;;,};:,;;;i;jl;Tl;: 

,S3er nehézf émek ( cin}tl iá":t=;;;;,;i -i*ö..-rós..rló 
jri-]]csön]ratá_s;-',rrak, Az átrendezgá;;,=;i-lra-trlgiola.os-f-ontos, 

cie ei1,3ig fl-,:gr73*iaszolat]-an ]<érdO=, -rl"g, 
,,iJ.yen niechanizmlr§ ;i } l í +. ;..cinlr eredeti lromeosnt,ánii;át (1c1. 6.2 és 7. rn,;.-r*+"..li-,'ri35:'a e
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(T,

an ábra 
§ll:l3*§.:*,;}olrtr*5i|íií:"natására bekövetkezc

Aa ábrán szerepls irclatolr az átrendezőaott elernek n€ny-nyiségét nrr-rtai jáJr ,rnro175-"-ió;"';;;; egysé.gekben. A:egye§ érté}t,--ket -1 3. tst iá"or-*a"t"i alapján szánolt"an-Az át,tekint}retőség u"a.reeri.';=-;t;;ilur*e.u reLikulunotés a Iízoszórnákat-";; ttintettern fel.
h Vizsgálatain]< köve.lrr:z,'j részében a Ca? + --f iiggá jelátr",it.e3.irendszer a}<tiválásáival iogl.rlk;;;;"k. Kidc-,1§,:ztrrk aeokat 3}tísér}eti kÖr:.Jme"y"r..ri, 

*i**ly*r. 
l*t.rtásírva.,]_ a se jten beii1]_isaabad CaZ + }<oncen.r.i,.ia 

{ lat 2 

- .-rr"s}."tároz.ísa 
ri*irézf án.,i:je'enlétében is rri.i""rágga1 e1l,égezlretö ( 5. 2. f ;.. j,-:,=.iilletve Csermely e; i.;;;s-ri,^ íláV/l:,o, 

_}{ó}:árly n.i;§=',aj.C,l' változása a se jtt;n li]"üi i' Cai i 
-x'oi"*rr-t 

,.ác j.,,., i."lá.áru l J!Cai és a se jtek 
"r.iiráre,ja,*ar.ot ö:""*iiseo=" l bernutatiuk eil-na}t a kissé egyszerüsít*tt 

=r"b;i;;]tr^ . o" 
. érr,,értyestilés,:t,anrelY saerint 

"i"kk*r.J-="; t"" ir*iüii"ö", + szint .! i inif ocitá}:csök}rent aktivitásáva1, -u,g"_bizonyoo 
t.taro., t,etiir inegeri]=].-Lse jten beltl1 L Ca2 * szirrt 

*lie.lig 
,,r*;;;-it *a*t-t, á]-tailán,-,. ,:p i* *aklivitássa1 jár.. 

. 
n rir,,óai"t"T"r.i,tii"ri*n.=o,1-a,Lo: o,,'!] ;;rl=

i:3"b3;-*:ííi*{"ré.siink, 
-"-i,oq1 ; 1i;;;.iiar. 

=" 
jo,;; i,,=riiri s:a_

e s etén a i;ijdi.,13, i'':H,l*íj,:'i:;;" l"lsl::" iíií_i:;i= 
":; l; i;if,:jezet). J}U&§;a feJ

/
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A fel:érje ki+áz C rend"sz.:r aktiváIódása számos ism-.:ri; esetbe:i
* , 

Ca2 + -f üeeő je]átví t t:] i rends:er gátlásáho: \,c],--. | í) ö
f e jeaet ) . Kísérletein}t sorárr a Ca2 + :f;;;.q;,]r'a.rii*l"i .\*-,,]]szer aktiválásának egy o1yarl pél,rláját vizsgáltulr, enelyben ase jten belüli Caz + k,rncertiraciO noietieae-;";;"i;i.tí.r,." á-, É j:1.,egys=erű mechanizmus ="eit,.,3cóve1 lóirehozlrató I1;;; i;=:;1leti }törülmények köaöti ugyinis ,r*syolru esélyürrk rryíl}rat, anelrézf émek hatásának }rinrrrtatására, -- mint más, bonyolu]_ tabbrendszerek esetérr. A Cai ezen szeIektív és "á"=r"r:ll"t;.:";;:ni zmusú bef o1 Yáso} ás át, Ca - ic,nof ,;""ri- s egíts e üél,e ] .ra l,i s í tc,lt ulimeg.

Az 5,4, f e jezetberr ístne::t,:teLt eredményein].. alapjárr :negáJ_l_;rpítlratjuk, lrogy 
""^}r' v-,r:l Lr,!ut/!,,lt1

1 fehérje kináz C diacil-g}icerolokkal, illetve forbl]észterekke]. történlj akLivici ó j; -; 
Ca-iorrof é,rc}: CaZ + -transzPortálÓ aktivitásának jeient{{s 
"=ir.i,""e=;, ered:aÉ.-nyezL;

a Ca-ionof órok ina}ctiválóclásában aE iorrof órolr iinrn,:bi]_izá _ciója nem játszi}c szerepet;a Ca-ioncrf Órok ina}ttivilÓclásót ne}rézf éln,:}ike1, ieginkábi}cinkkel képzett sterbi-] }ronrplexük .:iiozl-rat,.;a. E feltéj:ele-zésünket a nehézfétn*kel;itoi, rPfUr-""r .regl.rtt Xi=e.reteini.,t.ántaszt ják alá. . Ir,,r.bo1 éázt,-^r lteeeIés hatására a cit,:-szolban megjelenő cin}r n:e4nyisóge "i;;;,,,;,4;;i.*'igtszl}. 'Ca-icrrrofórok "lratásta]-atnítására":- Á, a L.iny, liogy a citc-szolban nreg j elerr,lj n*:].r,éi:f ém"ii tr,rlryoo,ó trlb§55** cink , j i,összhangban áIl aaz;r1 a rriegf igyeIésunkke]-, r;;;; u8yancsaiia cink az e8Yetlen neliézf éin, -"**iy- 
"u A23].3? f 1.trreszcÉri_ciáját nem olt ja }ti. E, követelmirriinelr f e}tét elceésür.lir ér _telrnében te} jesülnie lre1.1., }riszen áz A237g7 f ir,r,:reszcerr;i-ája forbol észter }<ezt:lés l:atár=ára--.** .ráltozik.

Eredrnényeinke,t_ össrefoglalva kimondhatjuk, h,,gy a nehézfén:ek( leeinkább cink) rés".rét*i* a f e}rér j* Üir,a, C-nek a Ca_iotrof ,;_roir által kiváltott Cai -váltora="á lyakorc,lt }raLásában e}tirnutatható (CsermeLy ils Somogyi, 1g§b l . Ezen 
".],=á,nE,.yeinkntegnyithatják az utat a .renaiiemek a-f ehérje r.i"ir*c óg aCaZ + -f Üss8 je]-átvitel j ,*ndsaer kölcsönlratásai.barr játs=clt,szerepének általános tis::Lázása el6tt ira. T. i";-=.tl.

Annak a kimubatása uLán, hogy anáz C rendszernek ar Caz j.-f ti;-§3érbelemszerüen rnerül fe] .t l,érc]cinl.. a Ca?+ és a fe}:rórj* kinár
f eItcvés arrrrJrI is irrc].:i<olt,iit,b,
,313,],d-leges szerkez.:i,óri,:k n-,*gii;r
( 19B6 ) cinli-kötőhely 1*.1,;; jr:lerr
regrllációs dornénjében

cirr}< részt vesz a f elrér j.: ki-
renrl :; z e]:re gy;riri,,rolt lralásáb-:tr.és fr_-,r,c]ítottja: r:ósat vesz..e -lC }tö}cstlrrlratá.sában. I }rér.ci,:..rnivel a fehérjr: kirráz c en:iriliá::ozír:", scirárr Far:ke:, ,í; l,L=,ii
létát feltétei,:zl,óji .t: Éri:jíj

4: S- 9 , f e je:etben 1eír L ere,l,n,-í:nyein}c ;tlap jírn a ].:ö,,-,.rt];ez (!.zrr.t,
áJ. lap j t]rat jttlr rneg:

3n2 + narj.c}molá].iS szabac1 }roncentráci.3ban kóper a .:.it,c,s3,],]_ j_-.k:9 fehérje kinál C ;L}:tiváIására, a nrembrán].iötö,t|_ e::i:ine],1enben cink}re1 rJel]] ;Ll--t,il,állrat,ó;

/
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ZaZ+ megnöveli a fc.]rórje kináz C forbo1 ó::ztcrre1 sz._:llb,.ll
mutatott af f init áis;i'u, a nrembrárrlrötőtt enzim af f init,ás:r neln
wírltozik cínk }rzll,ásár:a ;

a citr:gzolbeli fir}rórje kináz C akti.rí-,]_,rdásánaj<, ós
af f initásnövekedéséri,;ir j,*I}ege arra ut;-tI , }rogy a citoszai -
ban több, cin}r.r:e l.,iilörrbözőképpen reagáló felrérje kiná:: C
izoenzim'van jeLcn;
ry^llll_!f!cl.!1.,^!1!alr..,llZn2+ elősegítí a fe}rérje }rináz C reverzibilis inembr;rtlki;ta,-
dését;
nehézf émek ( f e]_tételezhetéler,r cink) részt .,reszne}r ca f tiiér;r,
kináz C Ca2 + , f ,-ll,hol ,.':5zter ós antigérl álta]_ kivái|,_,tt
nlemb ránkötőd é s é:berr .

Eredményeinket összef c,61alva megállapíLlrat juk, hrrgy ,- i;,]..:
t ,, Á t .,tionok sokrétüen befolyásoIjálr a felrérje kirráz L] aktivációjá-

'a 
1 ,na]< különbözö 1épéseit (Cs.:rrile ly és mtsai, 138B ) . ErÉ,-i;il+rii,t -

j_nlr isrneretében e-:lképzellret11, 1rogy a f elrér,je kirtáz C a rii.:]":i:l-
fén,:k segítségéve1 cgyfajta pr:zitív visszrr(-:j.itc,],á:t va1,;sít.
mÉ8: hosszabb j"r1,5 e}te:ltével, amikor az a}<tiváció kelC*ii
szakaszában felszabarJr-rlt diacil-slicero1 lll.rjllnyisrig., jeler.,l11.
része már nretabolizálóclott, a citoszolb:rrr ll}úgj.:l,:liíj nehé:j,i-
rnek biztosithat ják a.?1 ,:nzint aktivá]t ál] irp.;Látt, tr f e1*":Le].-.-
zés igazolása további Jtossaars kís;érletez,lj rtrurrká L igér:yel ( 1.].
7 . fejezet).

6.2. E].képzeléselm a nehéafémionok részvételér81 a T linfociták
aktlvációjának korai saakaszában

A 3B. ábrán azL a -*rész}:en, biaonyított, résztrei-r pedig hip,-,+.eti-
kus-- képet i,gyekezt€ffi f ,=1vázolrri, ameLy a rrehézfémiotiol.,nak ,a
1irnf ociták "úti.rá"iO3" 1r,:rai sza}<aszában való részr,ét* ierlJt
bennen kialakult.
Analitikai kísér]eteink (5.1. f e jezet) eredményei a;t, bil,:,n]r:*"-
já}i, 1rogy a ]rosszabb id-: jíí f c,rbcrl éseter ]rezo_,lés hiitásá.r-,.r a rle -

- , -rI-hézf érnek ( f öktint cin}r) egy rósze .t rlag- és a rnitr;kondr j íllis f r,.ek-'
cióból a citosrolba és a nilrr:oszómár}rba rendeződik ál. Eüy :Ii,el
irányir átrenclezőaes alap.,,et,iicn }tét o}sbó1 következhet lie. Fe-r-bc,i
ésater kezeIés határsára vaÉy a r:itoszolb:rn ós e inikr,:sz,il:á..':i:-,, . . , -.. rl ^^;- . . rl1évö cink-kötii f ehér jÉ},, etf f i rritása nö meg, veicy a r:la€- és a :n j l,-,-
kondriális f ra}rcióban lévŰlré csökkr_;n. Az .i t 4ny l h,-,g,, 

=iváltozatlan affinitású (111. 32. áb,ra) A231B7 Ca-.ioi:ofórt a cit,:,-
szo}ban rneBjelen6 cink i3át,,:}rri képcs (5 .4.?. f t jcz.='u) al-l-ta uiaJ.,
hogy a citc,szolban ]..<vő cin}r*kütő fe}rérjék á]_ta].án.ls aifi;:iií:a
senimi}réppen sem növeked]ret meg a kontrol1. átlapothoz }-_épe=i. Er,:-
att a f enti }sét 1elret6séebŰ]" csak a nrásodik vaiós:inüsít]r*'.Í1, 3]-
az: f orbol észter keae].és tratársára a n}ag* és a niitckorlCriá]- j-s
fralrcióban Lév! cink-kötő fehér:jék cinkke1 szetilben lnu.'.at-ott ;,ff:-
nitásának csökkerrnie ]...:1l .

A kérdés &z, }rogy }rogyari? A f l:rbo.]_ ószte::e},, ugyaais
}<irráz C szeIekt,ív eilllivírt;,::r,alrént, i.snter:ctese}t ( Cas1.1igila
1932 ) , az enzim pertig rlönL,11*rr őt r:ito:szolban 1r;,]...11j.zá i]r;

Az t:llentnrondás felc,,1clíisírrralt c-6yilr elképzellietíj niJd
f e]-tét elezzük, hogy ól f ,:,l:br,, 1 é:iztereknek a se jtinag1r:Ln

l-j.j

ety

l
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NuKLEu5z

Ll.
ö

2n ábra Nehézfém (cink) ionok részvétele a T limfociták
aktivációjának korai szakaszában

Aa ábrán alll.,almazc;tt rövidítése}r: lAG, diaci].-eli,:e-
rol; N, GTP-kötlj fc}rérje; PIPl:, f,)5zf;rt,idi]-il.,oii*.:i-
1riszfoszfát; FKC, felrérje kináz C; Pl*C, fc,5zfat-lij_1-
inozitol specifi.kus foszfo]ipáz C (foszfc-,clió::t,e:,á:) ;

R, T sejI rfj)cupt,or.

receptora, amely nem feltót,lerrül esik egybe a fehérje }.,ináz C úrl-
zimrnel. Bár a f orbo} ószter receptor és a f e}rórje }riná; C azú:rü5*
ságát rend}rivül sok módcln ( egyiittizolírlás, kölcsörrös köLésgá{;iárs
diacil-elicerolokkal, enzitna}<tiválás, stb. ) i.gerr sok, rnulik&csipt];|
igazolta, mégis szánrcis ].:özItrrrónybei-r tölrb f orbol észt,er }it,'"Íji.- L7e*"
f eltételeznek (Ashende1, 19B5 ) . Más közlemériye1.,ben }lli]-örrbsí;g.,ket,
mutattak }ti a forbol ó.sztcll "is "endogérr megf e]_erői", a di-acii*
glicerolok tratásmód jában ($hino):rara és mtsei, 1985; Aslrbi, és
mtsai, 19B5; Muir és nrtsai, 1986; Kamber, 19B6 ) . Iiraf t és rílllíika*
társai (1986) arr:ó1 száno].t;rlr be, h,:gy a fe}rér,je }rináz C-t, a1-:ti*
váló bryostati.rr gátoIja;r I,IL-t]0 pronrieloid 1eukémia s*jt-:k f,:r,-
bo1 észter o}rorta rliffer:encjálódását. A }rísér,.i.etek alapján t*liá*..
e pillarratbatr nem zírrlrató ki, l"rogy a f orboL ,lsztereknel,: ]_éi-t:i}r
eEy (vagy több), a .f e}Tí:rje kináz: C aktivíllás:irtó] fiiggetltii ',jt:L::-
dáspc,nt ja.

A f e}rér je 1rináz C-tg1 f üggetlen f orbo1 észt.: r ::e,cep1-,-,r f *]_,t-é -
teLezése kísérleti erec]nrótryeirrlr megl}1aÉyar52§5il"rt.-,z r1.,l)1 f*l.i-étl-r.ll
indckolt. A nejrázf émek ( f 8},,f:nt a cink) citoszo]ba-rn való f ,"1''1tr3I.).,-
roulá:;át a forboI észt.:rek nre]lett a fehérje kirráz C ",,,1il,-,ljÉri .,}_-
tivátoraiva1", a dietci] *elicero1o}<]<a1 ís ki tr-rdtr-rk vá]_tani. j"l-'l;-
részt aa utóbbi hónapoltb;ln t;gyre*n}á5r,a jelente}i;ne§,:i_l,alr ]:i_]:l=
mónyek, amelyek a f e}iér jt: 1rírrár C*nck a se jL;ri.rglrr:,z ,,,,a}ó ]lr'*':'].=:-,=-
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r81, illetve aktiváIódás lrat,ására a ne jtmagba ya1! írtrt n,f*={{,ll,=,;_

;áí'=rán"r""k ü; (Girarcl és; nrstai, 1987; I{ra!!_9s mr,sai, 1_3,1?;

Carrrbier és mtsai , 1987; }:{isra. és sahyoun, ].987 ) . 1ey a f =1-,ér';=
kináz C koráblran'szintr: lrizírr:ólagosnark tartot+, citos::o]-- és Pla: -

mei.:iembránbeli }okali.zációja, válarnint a kísórleti *rednériyei:r1"l
*áJy"ra"atához 

--iii"=zlreclÜ sejtrnagbeli elhel}'*akedés,e }rö:i,t.t,l
ellentét ezá.ltal f e].o] dódo,l;t"

íey a f el.ór je }rirráz C,-nek }r,:sszaisabb f c,rb._,} ézzt,er keze]_és
hatására a sejtmagba va].ó á;;;r.á;;{iáa=" esetén elkópze-,tlret,lj, 1i';g;,'-

; sejtmagban-talá}}-rat,i cink-köL8 fehérjéket f<:53f.--,rilálva csók-
kerrtse azok cink}<el szenberri affinltását, És va}óban: a feltérje
i;;;;;- c-il rir" sz_ámos nrri,gban t,alírlh_ató fe}rérje foszforilálására
képes: így " fiT; úzB a= " fra hisztonokéra, áZ 1._*?, 2._es 6s i7_

"=- 
núc (;írig}r-n obility.gr.,utp" , maE!.ts mozg;é}r,:,nysáEil) _ 

f ,:}rér jó}tért,
valamint szánros más poii.p*r,tiáóre (pp23, pp?l és PPe0 )

( Ranraclrandran és mtsai , 1ó ó4; l"íi s,a és 
'É.l1_ry,rr,rr. 

, t987 é's b*rn*
:;;;;íE"ii"átr.;";;;kj . s.t v"i,, és tntsai_ !1??? ) ""iclr,oizomer:á:, 

l]
f elrér je kináz C áItali iq yi]rro f osr_f oriláició jál f igye}*_ék nreg, A

felrér.je kináz C magbeli *="rri"trátjai iistáji.a}< tová1:bi b3,_,.:i,i-

=;;;i'""l'8iblutóub biaonyái:a f érry áerüI a cirrk eleres zt ézári;'L
porrtos mecharrizmusá.ra is. A_ se jtrnagrrak a ttlnt,:r pron-i()tet, f ,_,r"!ol

észter kezelés-hatására létrejött ílyen, "cilit-hiányos" áli,apct_a
,r.gyo., hasorriít a ma}igrrus iimfociták vizsgálata során l,,e;loit
er,:dtní,,nye}rre, amelyek er malignurs 1irnf ociták se jtrnag ja j_i-,ra}i csö1,,-

ke,rt cin}ttartalmára mut,attak (Yaronr ós mt.seri, L37e ; van F,ig és
Fi'i"u, 19s0 j . Assaf és mun}r.áLársai ( 19B4 ) , valainint lJowe1} és
*,r,.r.átár="i ( í.gaa ) }timutatták, hogy stimuláció lra'"ásá::a az ideg*
se jtek cinket ere5ztene}i el . Ebben az esel_berr is e se jt f ehÉ-r j*i
cirr.kkel szembeni af f initása stirnuláció hatásár:;l beltö\r"ik"",'j cs:,i'--

kenése játszóclhatott Ie,

Wedner és munkatársaj. a plazmanrembránban ]_év{{ szab,ad SH_cso_
rrortok számának a limfocilák stimuIációj; ="..a" bekövethez3 nöl,e-
-k;;;;;rdí*"'i*a*"]tak be. A növekedés átrnenet i, lrirletiká ja ..n-a'{,!

}rasonlóságot 
-nrutat an általur:}., észIeIb "nehéziém-lla*-iis" icíjueLi

}efutásáva1 (1d. 27 . ábra). Az sI{_csoportok számában beköv,t}":e3
növekedés gitlásá..al o íi*,fociták stimulír.r:i,ija is gá,t":lirat,ó
(Wedner, 19B4 ) . }íive1 a f elsaab;trJuló EF]_csc,portok a nehé;f én*k
(különösen a'"i"r.) 

--tnaiéíir"lyéü]. 
srcllgáLhatnak, a }inif r-lcitá1'" s'i-iin',i'

táció jának SI-1-érzékerrységL összef úggésben á1llra** a?, áltaiunk
észleIt nerreziem hatásákriár_. B f eltEiiátezés nenr áLl elientmond"ás-
ban azzal a követelmér,nyel , }logy, a citoszo1 és a plazrr,,a:,::enbr:án

cinkkel szembení aff initása nün n3iret meg a stimulácj-ó foil'anán l

Lriszen eÉyrá;sat a f elszabaduló §Il*csopclriolr " alatcsony af f lni t,á,ú "

i;r;i-i.oi8ír"íy"u"t is képe;rlre*.nek, náiré,szt pedig a citu-,=lol í: a

|l"=*.rembrán szabaci §H tartaln:ának a megnövekedése e cink_};lni*o*
satázis helyreáIlításábatrr..is szerepet játsz}r1l_t_. A f en*,i-k ansl:_
áiajar"., i. el}répz-l}retá{, }rog1 a niagbt+li §l]*u-solic,rLlk kerts:+__
]ri]tése, crxidáció ja is; }l,; nr,á3á.rui_ ,. ,n.§ cinktart;rln- e8i' r-észér:=}:

eleresztéséhez -

A se jtmagban ;:zámos c, lyan ,*;inktarta}mír errz j.t,'l t alál}ra*.Ó, :,-ir:-li'.-'!

a..: RN§ és DNs i"irrte"is rrélküIöa}retetlen eLeme i . T11,,p*1 pil_dául :

au RNS- és " DúS-pcrl.imer:áz, a tinriilin },,iná:, st,"j, ( l]]_;t*:: í,:
;i;="iiiY, y;;"; és iits;ri , 1 br a). igy a cirili ioti,,,},l eltá,",ozása :,l

nragbó1 számos ma91 f olyan:atot' me88átolhat. ]i::r:n a i:rót1,_,ri ;t TtA

kiizismert ..rtirrroíif eraliv-iratársa-|G,lsclr,.r, 1985) - ait.LY':*- |' G

/
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néi "^"*}k ionok eltávozáí-;.i. a rnagból egymás:a} 1repcs,:1at.ba h,_,:1i.l*to, A 3'( , árbrárÓI lec;lv:rslt,aLó, - hr:$y a távr_,zcr.t t cink ionc,k ,,]l.-lyót" a magban kb. azonc,li ;;;;},i=;;a'ká]cir_rnr frrr:]1a].i+ =l F-Zrr-*Ca "cserr.:" al<ti vír1,}ra1, ja ; *"ii 'Ö":i"*"/j"";;ij:;,.,Íi*r=lr..,,,,
amelYelr cink jelenlétében gitol.r,l .".árrrr,rt ( Dukr. és ni,l_qr i 1 Q o ? \Eaen endonukleázo}t is 1r,:,,zá.jár,_rr}rainak a TpA ""ri";;Jiif;r:;;i,,hatásához -

A citoszolban Ís szánros cinlt tartalmír f ehérjét irtak 1e az ut.,íb};iidÜberr (Günther és mtsai , nrg; 
_ 
Pr.iíiin=, 19B1), §zárnos .eceptc::-fe}rérje els8dlege§ ==*i]ká"utónelr relae-ríiésekor t*iietorezték .jgyvagy t,Öbb cinkkÚt'3lre,I_y jelerrlétét ir.""tr zcsL-, ösztraciiol_, ti_rci_]hc'rnon receptorok --Weinberg{r}-, és mtsai, 1986-*; fe}rérjt l.,ir,í; C--Parker és mtsai, 1986-*, 

* 
stb.l, --§iuu"n 

e= nlunlrat,ár_.::-i (1a?7\bizonYÍtották a cink szer:epét a:j Ű*"tr"aior receptor"fi,l,iii")':r.=;!kotődésében, A cítos""iÚ"i""r";;"i;;á'lir.kf*Ir:sleg lratására niind,ezen felrérjék bizonyo= tul.a j.r"iuaá"i megváltcrz]iatna1,,.
Nehé:z f ém ( cink) ioncrk af f in j.tása jónélrárry 

__f ehér je Ca -}röt3hell,tiránt a Qa2 + -éná1 nagyotrb ( Erewei:, " -ÍÓtir 
; 
- 

Hab*r.raánn í:." Ric]:irr:.f+,,19B7), IgY a citoizolbat:, il],et,ve a mikrosro,r,iii= fra}rr:i,:barrmegjelenő cink ionok -á c"-r.áid,;i;"i elfogL;iJ.;-"gr.u és, i,a:, aje}átviteIi f olYamatokban f orrtos ,r""r*p" b ját szó Ca*f 1uxu:okneggál-]-ársára kéPesek. Tlrzen n]a)dtfn a TPA keaelél ]r.ii.;""u. }étre ji_,,vő r:ink-átr""a"rőáJ= ' 
,rr"i,.rp" r já"Lszlrrrt a se jtkiizt]t,ti. ltorrmurii}rá,: i,,TPA-kivá].tcrt,ta eátlásában ( nav:.dso"- a= mtsai , 1985 ) , a TPAkeaelt se j i ek növeJsec]éséne]i .1z ""ir."or].ulári= 

-ó..r i kor."*r.trációváltozásai:la valÓ érzélret].entl désóben (Fi.scher és \,leinstein,1981), valamint a citot<rxikr-r.s tLar:isott TPA ál L;r ,"r. gáttásábarr(Jondal és m.tsai, 1986).

A forbo1 észter_ eu en gátló }ratásair:ak magyarírzata]rérrL természeiesmódon kínáIkozhat a fort o} _ól;i;;-";"*pio"ok d.,.,o.,:i *gu}áció ja ésa sejt,felszín kiilönbi;z{{ felrórjéin"elt i"nIr""r. 1e}"retne}: icrrcsati,:*nák' vagy akár a gaP junction-biaonyos"'alkotói ruaguk is) a forb:lészter recePtorok}ial va]-Ó eg;rr-ittes enclocitózisir, inttrrralizáci,i_ja, Ezen egYÜttes interniiizÉlcióri -ariaputó 
f oJ.yaniat,;}t s:ánc,srecePtorra (Pl, T se jt recepLor, EGF -r-*".ptor, *" 

tr...rslf e.r.rinreceptor, stb. ) jeIlern;:Őek (Ni;hí"Ú}.o, t9eo; nii;g*, rgac l . lJg;,an:akkc'r az internalÍzációs 'f oly.nluioít }<i,be} jesr=dóséi; áit a]_áb;":ridőbcn késÖbbre, aL TP.A--iriltLrlráció o. -a,t. órá jár;i t--sei,]r. A f eirér;.,
I:l::^9.,^:_|""" kÖzvetlen f c;szf oriraci,: gs dcirvri r-r_l§Llláció kö:ii-;iiIdoSzakban a nehézfénriono}< áItrr].urtk 1eírt "felu"*ü.rá,riása,,fcltc,sszereptrez juthat bizonyos iorrítlis r"iv"**tok gíLlásírb;rli.
A ciL,oszolban és a mikro;,;zónlJilr];;rn n"regje]_enő ciri}; -a f .:11ér je }ri:.ázC másodlagos .ak!iyáció jáhoa_ vi.;::et}tet*i s. s. f e jezet,) . Tei, a f e.:,ér:*je l,-ináz C ahtiváció jávar1 }riváitoii '"irrin-átrencl. zljaa= r:p-zf .: i* =Pozitív visszacsatolásként a sejta}rtiváció egy .,]y*r";="!';1;ri;,1(90 Pe]:c elteltével ) l e}re,t itó!,es .1 f e}rér je lrirráz i] ai._bi r,5 j iállap,:t,ának f *nntartásí'::a, ;rmii.-or a lrezdeti a1..i.i-,,á,:i,ii:, ]<lvi] L,1}iör-ülmór'Yek ( ar, in't,rlt,:t 11,;1ári; - 

Cr* "aktár.;ik ]ri iir:ir1 ,!::3.;,:ier'jte]jesen niegnÖve}teclet+,. .9"i* ;"irri, a i:lazntameii;llr:lt: i:iij.|,.]:diac i l * gI i ce::<i1 honcerttrác ió j ;r ),ná; 
.. j;á"e= 

= 
l-;;;;';iir,..*.t .
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a iehér je kináz" C al_<tiví'llórlilr, egy része a se jtmagba kr:rü]-. Olt
----t, -.-.llki l_önböző ci.nir-kötö f eirór, jéket is f oszf orii.ál. A f irszf ,:;riia,:i_o

h;.iására e fehérjélrne}r cirrlil".t1 gzemben mutat,-:,tL affinitása csöi',*
kc,t: cinktartalmárrak egy részét a §.,, jtmag eLeresati. A citosx,:}-
b;, r és a plazmamernL,ránÉ;rn rrreg jelen$ áirr}r-. Ca2 + i..ötÉlhely,=k .dy
ré ;zének éIf oglalásával .,,. Co? i fugijő jelátvite }i. rendszer s:ái:ic,s
e] :mét ki}<apcsol ja, a4 aktiváció rit jára 1épet,t sejtet a környez,e-
tj lratások egy részétíít (á-Lnrenetilcg) f üegetlcníti. A citosz,:lban
é: a plazmamembrárrban Ine...rje]_ení cínlr a f el:érje kináz C másodl3É.:s
a} ;iváció já}roa vezet. Iautárr ir f,rlyamat }<ettéágetzhat: r'e§í sl:,::
kt ::ü1 viszonylag gyür5an ;r3 eredeti nehézfénr }romeoszLáziá h*iyre-
á] lítására, vagy an nNS és D|TS :;zirrtéaishez szükséges nagbel_i

o: =tódás gátlása követlre::ik t"le.

A fenti hipotetiltus folyamatsorozat szinte nrirrden elen",éne}r
b_ :onyításához iovát,bi 1:r:sszas kisérLetezőnlrrrks szülrséges. An;iyi-
a:_,:)nban már most is megállapítható, hogy it felrérje }rináz C üa3+-
f ,' :ső szabá].yozásábarr a cink szere pe bizonl,í tlrató és f crdítva:
e,'-kéfáelhetŐ, hogy íl f elrórje }rinérz C füee*j j*]_átvite]-i reriJ.sler-
n, .ttcsak a kisérletein}rben bizonyítoLt in yit:ro mód,:tr, }-rarreí,} i+
y__/o is kélres a Ca2 + -f üeeÜ reridszer cink sjegítségé,reI tört,érr,Í
s . ,rbályozására. Arrrrak az eJ.di5ntése, hogy ez{,ij jelát,viteli r*nC-
s:-:t:]]€k melIett beszólhetürrk-e a nel:ózfémek írt::e4i!e:Ídéseir, aia-
p l ó ietálrrltgri *end§.aeqql-jt a Jo.r3-ÍáÍáááT"-alJ. T. -ÍáFi*t ) . ---

ö: _.zef <rgl alá§

A fehérje kináz C tartó,s
lrj .>otetikus f o}yamatsorozat

aktiválódásának ]ratásár:a létre, ;i:y'J
Iépései tehát az alábbia}i }ei:etn*k:
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7. A KISÉRLETES MüNKA TOVABBI IRANYAI

A bemutatott kísérleti ererJrnónyek továbbfejlesz:té=ére .--zámtalan
út kínál}rozik. Az aIábbia}rbarr ölz áltaIanr legf or'Losabl_,i,rait t-;rr';,;,i-
tak f elsorolására teszek 1rí;:ér,leteb.

Értelrezésem egyik font<;s eledmért5re, hogy f.;r,bol észtercrk .a j.e-
1-rézférne}r sejten belüli átrericleződósét okozzák (1,1. 5.1. f-j--
zet. Diacit-eIicerc:Ic.lk lrasonló :]z€repe valószíniisi theti| ( rd.
5. 3. f e jezet), de rre}rérlf í:nieket átrenáez|j h.,tá=rr1< i<özvetlirrüi
még nem }rimutatott. Brrrial,t a röntgenf 1uolesrcenciás, il]_etve e
plazma enlissaiós rirérése}r diacil*elicerolokka1 1raló megisinéLié-
s e indolro l,bnak 1át s z i}t .

A kísérleti adatok rnind aIra r_rta].na]<, 1rogy diacii-slicero]_c,k,
iIletve forboI észLerc:}r llaiására a citoszoI szatracj rtehé=íénriorr
koncentráció ja ul"g..iJ. E f e ltételezett iruncentrációnc,vej-.-dé.i
}rimutatásei igen jcLentÍ-js lli.zonyítóker lentr,: a fe]s,:,rolt ö:s:,:,
függéselrnek. Nehézf ómionok szab;td ]roncentrációjánail". meg,rart'ár,;-
zására seolgáló kí:,;ór:let, j_ nród:;::er mindeaidáig tren isn*retes.
Mindazonálta} Snith és nurrltatársai ( 19B3 ) egy o}yari, í1 Ca: +

ionok saabad koncerrtrár:ió járra}*l inegl:aLározásírra szolgáló kisér,*
1eti módszert f e j].eszleLtek ki, amely elvil,eg alkalnras cr ne-
}réef émiorrcrk saabacl ltoncentráció jánalt neglr;r|,ál,,:zásár,a i;. A
fluorral saubsztituál,L kc;mple:tképz'rJ fltroi: atcnjai külr,nb;z3
kémiai e}tolódást mr-r,t atnak a 19Ii-NMR sp,:}rtrr_Jnrban a }te]_í',,rr
rnás-más f érne}<lte1 a].koto-Lt }i,--ntplexe esetén. Igy az egyeij f én-
ionok kancentrácíó ja <:gyíde jűIee nreglratározhat,3 .

A nehézfémionoknak az aktivá1l5rlás során tijrt,énÉ áf,r,:nCt:í_l,rés=
utár: valamikcrr sor 1t,=1_ 1, 1rogy ker,ül jörr az eledeti tielrézf ,:,;ri*
}romeosztázis visszaá]- 1ításár,a.. Ennek a nycn:on}icive+,é5i , 3
nyugalmi rrehézf ém lron*entr:ációk, illetve eloszlá. visszaállí -
tásában saerepet játsaó rnechanizntusolt (pl . esetl,eg a cii;:::,:]_
és a plazmamembraitr ,!!1*csoporL jai saárnárrak irövekedége; icl . e .2.
f e jezet) vizsgálata 1t8y(:irl{]5,:l]l ,:1végzerrdá1 f c,] ac]at .

Ai: eddi8'i erednrérrycir al apján céLseerünelt ]_átsli}r a rTel:ózf éir-
ic.,rrok szerepének vi::sgá1;,lta olyan rendszer:elien i:, e]:c1 .1 f e-
hér je kináz C a}stivíitc-,rir j- (cliaci.t*gtigg.1,,;,}i_:}.;, f ,;r"b,rl ,ás; t*re}_ )
nem Ca-i,:nof Órokkal , hanem n:;1t5, a Cai nöwe}ierJé:;í.t eredmér1ye:,1Í
anyagokkaL (antigérrek, mitogérrek, stt-.. ) állnir]i .rrrt,a8,:,r-,i3!1.1u5-
ban. Atnenn3,'iben a rl*,}ré;:ftlttlinolr szerepét É rr,:ndsz.:r.:i<,ben is::_
kerüI ltinrutatni, f elrrie,r,ül ei ké:r:dés: va jon a rctrds;*r, n=i;.
pclntján (pontjain) hatira1.;? A Ca-csatorná}<, a (iTF-lrö+.Í f*l,,_,r-jélt, a foszfolipíl"z C enz,im: dz inozitc,lfrrszfát Lecep+,,_]t]:,:1{ is
}:inázok rrind a ne}rórl]ón,ic,rrok e8y*egy 1elrets*i8,_=:i tár,,:irií,5p,_,]i1_ _] io-j,:lentik, l-ág l-e:,et, o,rt:gedve a 1risérlet.elij. f .:nt.;iá,ií.ri,-t}: *s
niuntr<abírásának. '
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7.

=:.=-:.'ak:e:- 
= ]:.:- J:-I:::_ '-,: -__,,, j___- --j-=:=j- j

;-l.j).,.cij*j.^.:-:].-:.'.:..;;:.i.:-..::.....'.:.;!..';]
,_ - *_ -.a:_ :=_ I -^,] :.e]:la:::zmu53, 3 :,=; -_:,l: 

=gr'::.i:-k:zr'-+-i l:: j:::.á::.. -s;.r-i',,Le;: .É;;l;;;á 93.r-.:,.,- .+:,-,-,- _,L - f ,,

Az e,ccigi -;;"l-_J;;"k"ie;r".oo,-,.,i 
elkéirz"l1.,"i,Í: i;;;';';-,láiru;;;-no]t e folyarnatokbarr is 5zerÉpe+. jálszanalr.

Forbol észterek a T ] inrf ocitált se jtmagjairra}r cirr}rtartalm.ái;j elent8s mértékben c.göl,,irlntik. ;rrnát ány se jttípusban f orbo].észterkezelés.asejtproj'iferátciór"airg=a}rc.r,aGr->
zisátmenet eátlásá}rc;z ..e*.,.t. Mive1 az S f ázis úeindításában, ;iDNS rePli}<áció jában iger: sok cin:kt;*r,tatmú t]nziln .r"== részi,elkéPzelhetŐ, hóeY e kBL fr:lyamat ok-o1lorati. összefiiggésben rsáll egymással.

Yindeddig t,ulajdonképpen a fehórje kináz C enzin a}.,tiválclrlásaáltal okozott rrehézf énr-át,rendezöáí:s iehetséges,.ki,ive t keznré[a,ri *b& s;oroltatn f el "é},ánv*i. E nelrí:zf én, á;;;;;"rll3á;Ti.r],.,, i ;i:iu*5ártak vizsgálata is sok,1rci,,kes; erecimónn;;i--jj;;.t,;i =ii;:-'a. É.fejezet), neve3etesen: anrr;ik e }rérclésnek a vizsgálrr{_a, h,ldx .3

T"§-!". _áthelYez8dott fe}r{,:rj* kirráz C nrely ottalri cirrl.1b,ar.L;riniúf e}rér jék f oszf orilailásáva1 csc]}t}renti a".,t c j rrk iránt,i af f ini_tását, cink*b,ötő képes.ségÉ:t.

Á rrelrézfémeknek (cin}:.nek) a:fehérje kin,áz C-r* gy;ekc,ro}t hatá*5a is szánros további }tór:tlést vet ie ]., *ie""t-tfirTír.".. cirik riél-kÜlÖzhetetlentrek 1 fe}rd:rjc }rináz C enaim rec*p,t,orá}:*z .ra]_ó }.;ö_tődésóben: }tözveti"" -iiiii,!,' .r.g" konf ormációstibi ii"áio szúr-€p.jvan; hány cink, kötÖ}-relye \ran au enzimnek: egy vagy k;ti,11;hogYan vesz ré,szt a cirr]i aiz enzim aktiválá=álri,,rii' ie,;"-* az afeltételezés (ld. 6.2. fejozet), h;g" a íneilibránkötött eri,zin:minden esetben cinket tari;rlmaz, *iá" * citoszolbe}i enzirntulajdonkéPPen a "cínkeg" és "nern cinit,.s" fornia ]r*verékérrekto;kinthető; játszik-e §zil]]ep€t a cirik az enaimnek a n-iagba va]_óátlrelyeződésében, stb., stb.
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/



Az értekezés témaköréböl készült köalemények:

Csermely P. 
. 
és i3ornogyi J. (:!"9B6 ) : Az intracellr_rláris C.:koncentrácir5 qu irrZ -ve } tör t,énő mi:girirtározásánalr stratégiá j aBiokémia . 10, 115- 12-t .

Csermely P. 
. 
és §omogyi J. ( 1987 ) : Tntracelltr].áris Ca] +koncentráci.ó,méróse quinZ fluore:;""*r.r- irrclikátorra1. Kórháaés Technika 25, 33-3B.

Csermely,P. and Somcrgyi,J. (19B7): The p,:ssible pitf a]_1s cfthe measuremerrt oi irrtraceIlular Ca concelntrati_{]Ii ii: T1ymphocytes wíth t}re f 1uorescerrt cl,ye, qr,rin2. Immqlqblo1ogyt74, 3B0-394.

Csermely,P., Guetlr,S. and Sornogyi,J. (19B7): T]re tr_lnor-promoter tetradecarroyI-phorboL-e(]etatÉ (TPA) elicits lheredistribution o.f zinc in subcellul.ar fracti,:;:i: of r.atrbil_thymoe;,f,65 nteastrred by X-raly f luoresci.ncÉ. Biochea.Biophys. Res. Commun. L44, 86g-bOg.

Csermely, P. , Fodor, P. anrj §onrogy l. , J. ( 1987 ) : The t,r_-i:i;clPromoter tetr:arlecatrc,yl-plrorbol*acetate (TPAj elicits L]:eredistribution '-rf heavy nretal.s iil subcellr_t1;.,.t- fractiorr; c,frabbit thymocyte.s €ts measurecl b}, plasnia e:liissior-,.spectroscopy. Carcinogenesis B, 1663-.16C6.

Osermely, P. ol.] S,:inclgyi, J. ( 19Bll ) : Tunic,r prom,:ter 12-o-tetraclecanoyl*phcrrb,:l*acetate ( TPA ) carl r.ed,r_rc,: the C,:.-tranSporting ab1.1 i t,y ,,.f Ca - i,:rrr:p]t,-,Ie1; 1_n T 1;_,,npiiocy |*s . A:rirrvolveInent of intrace}lr-rlar lr.liv;,, ,n*t.,} ion:: " J. Cel1. .Physiol. NyonrtatÉrs .:rlabt.

Csermely, P. , Szarnel , M.
can increase t}.i.e:
contributes to its
lymphocytes. J. Biol

, Resc}r, I{. artid §6p,;rgyi , J . ( 19 t 8
irt::livi_,ly c,f pr.,tl,1.eiti iiiti,:rs*

binding tc, pJ_asrna ntel:ibrarie:
. Chem. Nyonri.altás aLatt.

)' J.!]l(-

a-l

]_ i: i

Az értekezés módsaertanl részét megalapozó köalemények;

Varga,S., CsermeIy,P. :ind }íartonosi,A. (]_9S5): Tlr. bi::dirigwanadiurn(V)trlígoanians tcr sal-copla:,:mic rtticu]-uli:. Eur.Biochem. 148, 119-i26.

Cserniely,P., Varga,S. and_}1artori,:si,A. ( 1995) : C:,;lptt.i"iibetween decavatradat.c ;ind fluorescein isot}riocy.,:lati,]I:Ca-ATPase of sarr]oplasnic reticr-tli,itri. Eur. J. Biochenn. ].455-460.

Csermely,P_ , Marlcln,:si,A. , Levy,G- C. arrc} lijclra:-t.,51 V*NMn analysis ,:f t,he biliclírTg of .r.,.,.odir-urr( úto sarcoplasmic ret iculr-rm. Bíochem. J. 23O , l]D7

C,f
J.

.l T /,1 o.1 r \(\rJ-Ll/_

j i'-, l ] i- ', l ll 1-1)i ;

--Q_. í:'

'r] _,:

l

l-



Csermely,P. ( 1986 ) : 01igovanadát aniono}r és a sz;rr:kopla
retikultrm Ca-ATPáaá.rTak 1,,ö].,:sörrtratásai. Bíokémla 10, 7i

CsermeLy,P., Katopis,Ch., WaIlace,B.A. and Martoirosi,/r.
( 198?l , ttre Er -i E:: transition of Ca-tr_,ansporting AT|ese
in sarcoplasmic rel,i.:ulum oc]cllrs withc;uit najui: cllalrges in
secondary .strr_rcLr_rre. A circr:lar dichrr, j,:ni :+-lidY . BlOChen.
J. 24I, 663-669.

Varga,S., Csermely,P,, Müllner,N., Dtrx,[. and Martorlo9i,A.
c rgez ) i Ef f ecL c]f clreniical nrodif icattir,,ti CJri 1-}re

crystallizatíon c,rf Ca-ATPase in sarcop)_asmic ret j_cul,;n:,

Biochim. Biophys. Acta 896, 187*195,

Martoncsi,A., Pux,L., T;ryl.or,K.A., Ting-Beerll,H.P., Varg;r,S,,
Csermely,P., MüLln,3r,}{., Papp,s. arrd Jórra, i. (1937): T]i,:
structure of Ca-ATPase in sarcoplasmic reticr_rlirm, Ti::
Proteins and Excitab].e Membranes (D.M, F'anbollrÉ'h, E, iliil,-,
editors)i Wi}ey, New York, pF- ?57*ZBE-

Martonclsi,A., Dux,l,., Taylor,K.A., Csernely,P., Müllncr,l,i.,
Pikula,§., Papp,S., Varga,í3., Jóna,T. ;rntl l(eres:t+s,T,
( 19B7 ) ; Ttre Óá: * Fump of skeletal nu5c}e saIC,]Pla,r.ic
reticulum. Acta Physío1. Hung. 22, 263-276,

Szanel,M., Kövecses,l.í., Cser.,mely,P., SzolIár,L., Gopp,*IL,}1.,
Resch, K. and Son:ogyi., J. ( 19BB ) : The decisive role c,f
Na+ , Ki -ATpase in stirnulation process of T lyrnphocyt*s . Il:
Proc. of the Sth Int. Conf . of Na+ , K+ -ATPase (.T . C . S,kt: u, J -

úorby, A.B. MautrsL,eich, etls. ) , Alan R. Li:l:,, tiew y..,,rk.

Nyomtatás alatt.

7

o



Abboud, 
*C. N.,,§culJ_y, i;,. P., Liclrtman, A. tISegel, G. B. ( 19B5 ) : Tlre reqltirements'f c,rnragnesium in 1yrnplrcrcyte prolif eretion. J.A Á -n.)9T I L.

Adreneg§,G. 
"lq l{i:rrk,F. (1.974): Pyr-irJin,lr=r:j..,,ativ* at],sKomPlexbildner VTII. Dj tl I]ersbeIluirg je eitles neueIl Yier-. r_rii,j,5echszáhnigen Liganclerr. He].v. Chin. 

*eóta 
50: 233C*2333.

Adrenegg,G-, Hubnranrr,E. , trodder,N.G. :riic1 Werili, .F . (!?77'1 :PYridinderivative et].s Komp1,lr:bj.ldner X1. Die Íi:*l-nio6yna§ri_kder !1etarllkomplc:<bildrrr-rng rlrit tris-., tris- und t,rtraki5 ( ( l--Fyridyl )methyl )ánrirrt-rr. Helv. Chim. Acta 60: 123- ]_4O.

AIf ord, R, H. ( 197O ) : Mt:tn i cation r-*qltir.e:ll*nt*q f c:-PlrYtohemagglutinin.-in.,1uced ,t rarrsf rrrmation c,f }tunrarr perip,}:er:1lrlood lymphocytes, J. rmmunol. 104: OgB-ZO:.

Anderson,W.L. and Tc,rnasi,T.B. (1984): §uppression oflYmPhoeYte irr9}i!-*ra'biorr by coppel-albunrirr clreiites. J. BtoI.Cherr. 259: 78a2-7606.

Anderson,W.B., _Estiwal,A., Tapiovaara,Fl. ancl §,_rpala}rr-isirria,R,.
( 19B5 ) : Altered sLlb{].j1l_uIar, ái=tribuiio,", of prl|__in 1tinasv C
( a Phorbo1 ester rect-,,ptor:) possible role ir, i"nr,r, promctic,l'and the regurlation ,rf cc1l g::c,,wt}r: relationslrip ti: r:hariges inadenyl.ate cyclase activity. Adv. Cyc1. Nuc1. and protein
Phosph. Res. 19: 2B7*30ü.

IRoDAtoMJE§YzÉK

19B5): T}re p}rorbo1
plo1,eitr lriu"ise.

and Cllltl.,l,*11 , A. t(.
free Ca in living

, Brennan,J. K. and
icrriiz.:c] caicir-ilt, aiiC
Cell.Physio1. i33:

Angel,P., Tmagal.ra,M., C}riu,
Ra]rmsdorf ,F].J., Jorrat, C., !íerri
P]ro::bo1 ester.-índucible gene5
recognised by a TPA-rrradul;rtecl
7 29-T 39 .

R. , Stein, E. , Trnbra,I]. .T,ic}i,P. and l{al,in,}í. (198?):
contain a cólTlnic,n cis e]_err,*llt

t rarrs-acting f act,:r CeI1 ,i3:

Arslan,P-F., __9ivírgilio,F., Beltrame,l"1., Tsj.ei:,1l.Y. :-tn,lFozaan, T. (1985) : CJyt,_'s,rlic Ca2+ trome,rstasis irr E}lrli,:h _el.i]Yoshicla carcinomas. J. Bio1. Chem. 260: 271,g*2727 .

Aslrb,,,B., Kowalska,},í,A,, I,trernic}r,E., Rigmaidclr,!{., IL. ancl, Srriitlr, B. ( 13B5 ) : Dif f e ::cnceii in t]r,: iilL,,c.l€ of1..oleoyl-2-acety}-glyce ri:I iitld p,}rorlro1 .ls ter. j.rr,i(]tivatiorr. J. Cycl- Nucl. and Proteln Phosph. Res.- 4B3.

:r, t lf,'
-Lr-r,+!,l- -

,--+J,... U * UA] |-\ !

i/iil. Líj!!- L
1A. A-r\

10 As].rendel, C.L. (

I ipid *regulated
r')1 ó-a Á,LLJ a.t&.

A.:h].ey, Ch. C.
measurement of

_ ester LecepLor: a p}:,-:,;,}_l_,-.
Biochim. Biophys. Acta l!3

( 1979 ) : ,Detection andCells. Els.rvic:::.
11



1.1

15

L7

1B

1n

L2. Assaf ,§,Y. and Chetrrrg,S-H, (1084): Re,lease of end*gen,:iis 3n2 o

f rom brain tissr_re ,furiiig activit,y. Nature 30B: 7 34_73e .

13. Ar_rssel, C. , Mar1., D iincl Fei-rlma:rn,M. (1387) : Flostagl;.1,3i::
syrrthesis in hutt,rat: T t:e1]_s: its partia1 inhibitj_o:i b;' ].e:',ins
aird arrti-CD3 arntib,:,rlj,e:; a:j il po:j5ibt* 5aúe;, ir: T ce1]-
etcLivat_icrn. J. Immuno1. 13B: 3094-.3099.

Averdunk,F,. anrf Giin,tir,;r, Tlr. ( 1380 ) : Ef f ect of Ccnc.tnava1-:l A
on Ca2 + binding, (]a2 {, upta}r*- and the Ca2 + *ATFas* ; i
]_ymphocyte plasma lir,:nibrane§. Bloclrem. Blophys. Res. Commun.
97: 1t46-1153.

BalazoviclrrK.J., l3molen,J.E. and Boxer,L",A. (19B6) : §ndog*nc,u:;
inhibitor of pro,Lei.rr kirrase C: 3ssociati.orr wit]r lrun:ai-i
peripheral bloc,cl rrer:trophils br_rt not rvith specif ic $Tálr]-l] t3-

áef íóíent neutrr:pliils íJ]: cyttrplasts. J. Immunol . ':_j7: ]_0,€5*

-L67 3 .

Bartf ai, T. ( 1979 ) : Pr,=1ra::ation of rnetal ,::}-relate cúmpleii*s a:li]-

ttre design clf st,,:ndy-,state 1tirTetíc e:íp,3y,illi,:tits irrvo]",iltE,
meta] nucleotid c,:mp}exe5" Adv. Cye1. Nucl. Res. 1"0: 2i3-:1?.

Bauer, S . and Jakobs , K. r,]. ( 1986 ) : Phorbol ester tIeatrile]it
impairs hormone-br_rt not, stable GTP ana}ogi"indr-rced in}iibit.ion
of adenylate cyclase. FEBS Letters 19B: 43*46.

Bazzi,M.D. and Ne}sestlren,G,L, (1,987 la): Role ,:,f sirbrtrat,t= in
impariing calcilrnr and p}iosplroLipid rccllriremeii'l:5 to Pr,,'u,=irl
kinase C activatic,n. Biochernlstry 26z t97 4- 1!rB2 ,

Bazzí,M,D, and NeIsest,uen,G.L. (19B7rzb): Rc;le of sr,rbstrat,: irr
determining tlre irhostr;lrolipid specif icity cf pro+,ein kii-las,: C

activation. Blochemlstry 26: 5CIO2*5008.

Behl,B., Goppelt-íitrübe,M., §chwintzer,B., Vliebe,K. arrd
Resch, K. ( róer ) : Ptrosplrolipid-metabolisn of a stirniila+"eC
nturine T ce}I clone. Blochem. Biophys. Res. Commun, !4!i:

a ól 
^IJU,J-LJLá.

Berg,.r.U_ (19B6/a): Pot,entia} metal_birrding dornairis ill
rrucIeic acid birrding p::o"l_eit:s, §cience ?32: 4e5*486.

B.3rg, J.M. ( 19B6/b ) : Nr_rr:leic acid-binr]irrg pr:oteitrs: mo}:e n:e';a1
binding fingers. Nature 319: 2a4-265.

Berrídge,M.J. (1984) : In,lsito1 trl.sp}rc,sphatc arid, c]iari]_-
glyceroI as secr_:rrtl nl+5::er}ge1.s. Biochem. J. 220: :l45 -ijEil 

_

Besterman,J.M, PoI1err,R. §., Bocker,E.l,."TL. alrci Cuatrec,-is,=s,?.
(1986): Diacyl-glycerol_indr_rced trans].ocaIic,ri cf Ji:_-1,i_
glyceloL ki.r.,"u. ' Lis€ of af f inity-pr_l1if ieci enzynr€ ii: a

reconstit.r_rtion sys i.ern. Proc. Nat1 . Acad. §ci. U§A 33 : 3 3? 8-
nöó.-)JrJoa.

20

21

í)aL,)

t,, ALa

,r)LL

l



.)É
LJ

l,\ öaU

27

2B

29

en

J1

Bjerrum, J. , §chwa.rac:rrba.ch, G. ancl §illén, L. G. ( i§tabtllty Constants of Meta]. ton Co*pi"*.", Par-i ] . ,Ci:emical §ociety, Lorrdon.

Blinks,J,R,, Y"!}i"ely,P.H.,. -{9we1l,B.R-, Y;in Leuveri,}1.,Ilasser,G.C. 1rrd A1]_.iri,b.C. (r978) l -Pra,:t,jcal 
aspects ,:f t],.,..Ll'e of aequorin a5 a r;a]ci.um jndicátc,r, as5ai., prÉpalat i,',l^,microin jection 

^:1.1^ _ iriterpretat,ion of s.i_gri;rl_s. t{eth. inEnaymology 57 : 292*328.

Bradf ord,M-M. ( 1976) : § rapid and §err=itive n:ethcd f ,fI t,hequan'bitati<rn of micr-ogranr quantities crf proteirr r_rti]_izlrrg tiieprinciple of prote.i,rr-ily* tincrine,. -fi"i] Blochem. 72: ?4?-21,'l.

P:9i!ry""er, J. B. ( 19B7 ) : Hovi T celIs commul]icale. §ature ?,29:760*761,

Brewer, - J. ( 19B1) : M.lecular mechanisIn.s of :-inc act j oiicells. Agents and Actions e r=L,ppi.-i,'-§r-.+g.

qtr?\
n],. _

! i!€

Bruschi, G- , Br:r:schi. , M. E. , Caropp,:, }{. , or]_arldinPavarani, C. and C_avat,:ria,A. (19Brr;-í;ir"ceIlular f reecirculaiting lymp}rocytes of spo.rtárr*";;i" },ryperLensiveLife §ci. 35: 53§-54i.

Leech,S.H. (19B3): Tlre
Lynr1;1r<;cytr: proI if erat i,ln .

3?. !?d_"y,L., _ Sepr:tidi,J., Farl,1as,Gy., Mészáros,Bánhegyi , T. , Mancll , 
j, , a"t"ni , r. atrdFrcrteolytic activeition of prot*i*'ti.r.=* C icells treated f or a slrorl iinr* wit}: pj:or:b,:}223: 15*19.

33. _Cambier,J.C., Newell,M.I(., Justement,L.B.Leach,K.L., C]ren,Z.Z. (19á7), --i; .birrcling
stinrulate nuclear trarisloc"i,io, of PI.C iriNature 327: 629*(j32.

! l '-l . l

U -1 l:i

r,:* r

Bryan, Ch. F. and
nature of iron I75: TL_79.

Campbel1, A
New York.

( 19 B,3 ) : rntrace].lular Calcíum . ,T

i n-iitrr,irr o re gr: J. a t o r-;,.Cel1. rmnunol.

Gy" , Ii,:mlrárlyi, T. ,Faragó,A (19B7):
n Li.l.t exi-ract,s c,i
tster:. FEBS lett -

1l 
^, }1u'íJuire, ,j. C. ,ligorid: sriii cAilF

B };;r;,,pho,:yi=:,

tii ley and l,*ns ,

I{ TT'|' -,_Jaarlu

Ilr]Ii']:]r l a:,",j,
. QF,,1 __ö* 4
' gU_ L!|.:_

J+

Qtr

36

1r7Jl

T) r-,- j- -: ,,

ln ry .A.,L _r l iL} ., _

É,,-];= ."+

"L,,-,

^^ 
A aa

l

I T^],-l

l'O lj i_i a -
Letters

Carpenti§ri , U, , _ _ 
Myers , J. Thorpe, L. , Daesc]rnel, C.

iJaggard,M.E- . (19s6) : Copper, zirrc "rrJ'ii]or,-i;]_eukemic lynrphocytes f rc,:n "r.ridre.,. 
-C*ra*" 

Res _ j,ü

Plrnente]:, D., .Jacksr,rn, T, arnc1 llanley,M.B. (1987) :kinase C=, coping vlit}r a grcrwíng i;iÍ;. Nature ij25:
C_arter,H. , Bird,J.l-í. atiC Sniitlr,A.D. (13[j6):pirosp}rolipase C isc;]ated f r.om Íl,*ih.,Jyt.,= }:rati,:s of inositoI }:}r,:5,o},rra.- products. FEBS-27 .



qC)

,]o

Carter,[I.R. .atrcl Srnit.h,A.D_. (t9B7): R,_s.:luttiori cfphosphoinc,sitide--sp,lci f ic phospüoiipá=* C is,:1ated f r.-lni,orcine 1ymplrocyt*s in.bo rlrulti;i" species. Pa::iialpr-rríf Ícation of twrr isoenzymes. B:.octrem..r. 244: ff._?9*615 
"

Castagna, M., Tl§li, Y., Kaibuc}ri, K., S;irr.o, K., iiii.:kawa, I"). ar:,dl,]ishizuka,Y. 
- 
(19siji: ó:.r*,.t ;.ctivation c,f calcirirn-ar-*.irl-.4,,-.Jp}rosphciIipid-depenrlent p,otein *irias* 

-!l t,^*or-Jl;;:;i,;;phorbol esters . J. Bi.ol . ön** . 257 : 7 B47 -7 857 .

CasweIl,A.H. ancl l]r-rtc}rinsorr,,J.D. (1971) : Vislr;rlisatic,rr .,frnembrane bound cationr by_a fluorescánt techniqr:e. Blochera.Biophys. Res Comrnun . 42, 
- 
+S*ag .

Chabbott,H. 
"rr9 Cabo.b,M.C. ( 19B6) : Plrorbo1 elie.sters in}iibi+_enzymatic lrydrolysi s of ciiacylely""r"li. Proc. Nat1, Aead.Sci. USA B3: 3126.-31scl.

Chen,R.F. and Bowman,Ii. L. ( 1965) : Fluorescúnce polar.isaticn:nreasurement with ult::nviolet-polarizine filis;;- in espectrof luorimete:rc . §cíence !4.7 : i Zó^iÁi
Clrilson,O.P.,. Boylstctrr,A.!I. and, Crunrpton,M.J. (1984Phaseolus vulgarís pr.yi"},"*a6glutinin (PHA) bincs iohuman T lyrnphoáyte ""iii""- receptor. EMBQ J. 3, 32;;_a^3245
Chueh, S.*H., Mullane,,, J.l"í., _Glroslr, T. K,, Ze.cl:ar-y,A. L" aridGi1l,D.L- (19B7): - 

GTP- anrl inosit"r -!,4,5-trisphe;sphatt-activated intracel Iu, 1err ca lciutu 
-,n"r"*""t= 

in tr*:r_rroriai arl,_]snooth muscle cel1 1ines. J. Bi;i. 'órr"^. 
282: 13S5?-13B6.-1.

40

47

^ö

43

44

L:,-

Átr.aJ

46

Cobbold, P. H. and F,irr]r, T , 
"Tbiolumíne5cence meagurement

Biclchem.J. 248: 313-31B.
_(19B7) : Fl,-tores,]ÉI}l]e *tiCof cytoplasmic f ree calciun

47

Ao,t(J

49

50

Coehet,C,, Sor-rvignet,C., Kerarrridas,M. and C]ranrbaz,E.l"i.(19B6): Altered "át*ryti. pruperties ár prot,eiri kirietse C in
i.|;ioiári:i§.írl"eated te]"ls - ntoctr"m. 

- 
Blophys. fr;;. commun.

Coekrof t, S ( 19B7 ) : Flrosph,r ino::itide plioslrhoci§jstrjra.=ü:regulatiorr by a nove1 guanine 
"""r""iiá* birrclirig p::,;teiri, Gp.Trends in Bíochemistry 12: 75-7B.

CoffeY,R.G., Hadc],:,:n,Ji.M. anrl l1adden,J.W. (i981):PhYtohemagglutinírr stilrrulirt,iorr^,ri.eu..rf,r"t-., c;.cl,a:,3 in jliiii:".:i1ymp}rocytes . J. Bio1 . Chem . }Flü: 441 B-44?tt .

Colre_r, P. ( 19B5 ) : The r.ole of prr: hein phosp}r,:rylat,iorl ii t,irt
i;;:;mi control of 

",,,,y,n" activity . i;". J. Btochen. 1 l, ]_ :

9yi:il= , S_. J. , _ ]]uscett i , F. W. , G;rl lag}rer, F,.(1979) : N.r:mal furncl,ic,na1 "tlo,r,".ri*ri=ii". c,ír]1o1velocytic 1l r;}gpi- cell1= aúi-e0;' afterdif f erentiatiet,n 1, .r clime t,}ry}sr_rlf ,:xicl*. - ',r. Exp.^97 4.

and G;t j
c r; ], 1- ,l r.:.

i ii luct
Med. L4

1-n^al_),j_.i
,- 1.1,1,- - -; i1!-!|.i al]

-+
.!. 1i,.) ,

/



51 Co..i,A.Ch. and C_]arr:oll,F.,ü. (1986): T}re effect. cí
tetradecanoy1 p}r,:rbo1" ili.letatÉ] on calcir-rin-ioi-i nc,bi}i:e1-:,::-.,,
pr.rtein p}r<rsphor,ílati,r;rr at,rcl t:yLoslreletaI et§5emb]-Jr ir:Cuced t'Y
l}rrombin-or árac]ricloriate. Biochlm. Blophys. Acta 886: l3i-)
aöo

Csermely,P. and §crmr:g;ri,J. (1987rza) : 1rr,t.racellriláris Cs2*
korrcentráció mérése <1uin3 fluolraszcerrs irr,l,ikát.:rr;.t]_. Kórháa
és orvosteehnika 25: 33-38.

Csermely,P. and i3c,rnogyi, J. (79a7 /b) l T}re p,)55itile pitfal]s,_,f
the measurenrent r:f irrtracel]r_rlrrr calciurrr colrceirtra+,icln of T
1ymphocytes witlr t,}re f 1u,,:rer.icent indici:lt-t.,1] qr,liri2.
Immunoblo1ogy t7 4: 3B0 -394..

Csermely,P. and sornogyi, J. ( 19BB) : Tunor prc/lliotel. 1i]*o_t*tra_
decanoyI-plrorboI*1.3--ir(]í,3La+,e ( TPA) carr r:educe ti:,: Ia-
transportine abi]ity ,;,f Ca-io:1ophores in" T 1ympl1oc},les_ J.
Cell, Physiol. In press-

Csermely,P. , Gueth,,$. arrd Sorn,:gyi , J - (1987/a) : T}re +,'.-irn,:_t:

promoter tetradeceirroy}-phc,rbol-,acetelte (TPA) elicits i,jl,;
redistríbr_rtion oí: zi.nc in sr_tbcellular fractioris c:f ratbi*,
ttiymocytes mea5ured by X--ray f lu,:rescer}ce. Blochem. Btophys.
Res. Commun. L44: 863-968.

Csermely,P. , Fod,:r,P. arrd §omogyi,J. (]-387 /ls): Tlre tu
promote1' tetradeciinclyl*plr,:rbol*acetate (TPA) e}i,:rts
rerlistribution of h,:ar.y tnetals in subce1]_ul;rr íl-acLicrrs
rabbit tlrymocy-';es &s nea,suIüd by p}asin., ,.:ini s s
:;pectroscúpy. Carcinogene§ís B : 1663*1668.

Csermely,P., Szantel,!í., Rescli,K. and Somogyi,J. (198B) Z!t,:
cai,} increase t}re ;rctívit,y of proLein kinas.: C arrc] coIrLribrlir:s
to its binding to pl.-as;,i.:i nent]:ianes irr T lymp}rocyt,es. J. Biot.
Chem. rn press.

Curtiss,L"I(- and Edgirigtoll,T,§, (1978): Iderrtif icati*n of 3
lymphocyte surf ace ]_,1_\{.]t]p,t,or f ,:r Iow dells it y ]_ ip,lPro",,t: irr
inhibitor, an imnrtrn,:r,r_lll 1at-c;ry spacies of flo}-l.tl;t1 h*ti,ari 5.]|un
lor^l density lipopr:,:teiii. J. Clin. Invest. 6]_: 129B_l3ü8.

Da.ridson,J.S., Bauinge,r_,t,,,:n,T.M. and T]ar:Ley,E.I{. (1985j) St,r-rCies
on the mec}rani,snr c,,_l !,horb,:]. *st-er incir_ic.d ilrjribi-t i,:rl ,:f
intercellr_rlar jurrcti,rrlirl,:r;mtnunica-bion.. Carcinogenesis E :

1353-135B.

60 . Deelers, M. , Def rist,, Quertain, F. Ruys s,t--l,iaer+-, J . M .
.- -..,1

MaLaisse, W.J. ( 19S1 ) : Inte::acti"on of plrorbol c:]t.jl-: il:ili
1ipíd bilayers: t,li,.:rt,i:otropic clranges i.n f ]-r-icrt;scÉi,í],t:
polarisation, pl-rase tr,,lrtsi,L.ion and r:irlc ium iotrop1 ,,:,::r]3i5. ReS.
Comm. in Chem. Patho],. and Pharmacol. 34: 42-1-!,33.

61 . Dennes, E. , Tupper, R. ,.]ilrd Worlnale, A. ( 1961 ) : T]r_ zirrc .,:,i__,.;::.,;

of *ryti.ro"y!áo arrcl lcucocyt.:s i;f ]rIood f::crili ilClfin,3 1 ;:-r,f

Ier_rkemic subjec,l,s. Biochem. J. 7B: 57B*?:B7 ,

D!

tröJJ

:]l,J l'
í j-i l:,

iaJii

56

É,A

55

Rn

tro

F,a



t]i

t),]

Díakr:n,G.P., F;rirs.]_]_,L. and I{1ug,A. (,1"9B§): ilXAF§ sti,,,ji, ,:,f

the zinc-bir.cling si"br:.s irr bhe proteitl l::an,scrip{:i,:n j:i,:i',,r
II1A. Nature 3?4: 698*699.

Di Polo,R., Requena,J., Brin}ey,F.J-, ]:ír-l]-]-

atrd Tiffert,T. (1.97í): Ioni.red ca}cilur
scluid a>lons. J. Gen. Phys1ol . 6V: 433 -4:e -

Di Virgilio,Il., Po;i,:l:rn,T,, }lo],l}reini,C.B., Vinc":nlini,L.i"í. anc
Meldolesi, J. ( 19B6 ) : Tuíilo j: 1lrc,nioter phorbo1 rnyristatc Jrí]e+l3.+uú

inlribits Ca2-t i.nflux 1,lrr:r:uglr vo}tage gatcd Car3+ cl:arlr:-els ii.
two secretory ce11 ],in,,ll* PC1? arr.d R]I'Trl5F. J. Bio1. Chem. ]Ci:
5e-Qtr
JL OJ.

Dower, S.K. arrd ürcla]_ , D. L-
Immuno}. Today B: 4C-51.

( 19B7 ) : The irrterieukirr- 1 ::er:,:;:,t-or

Dröge,W. ( 19B6) : Frc,tein l<inase
Immunol. Today 7: 340-343-

C i;r, T-c.:1]_ regu]_.lt.i_r,r.

Duke,R. C., Clrerven;r,lr,R_ arrd Cohen, J. J. ( 1903 ) : Errd._rgc,l,e'-,its
endonucIease.- induc,.:d Dr\A f ragrnentaLiulrr : an ear-'1Y everii -i ir
ce1l-mediater] cytoly:;is. Proc. Nat1. Acad. §ci. USA 80 , C361-
6365.

Epstein,P.M. arrc] IJaclri,§l:,R. (19B4) : Cycli,_: nr-'icltr,iii1,:
púosp}rodiesterase irr norntal and 1eu}remj_c htitlieri l3'mp1l-,:Yte.
ánd 11,nrphobl asts . Adv. Cycl . Nucl . and Protein Ptrosph . Bes .

l6: 303*324.

Erne,P., Schac},rter:,l,í., Fabbro,D., Miles,C.M.},l. 3rld §c,,,r"::,F_l_
( l987 ) : CaLciurn tr,arrsients in human pl;rtelei_s tnoni,L,:r,_,é |uy

aequorin, fr,;l,a-2 arrd quin2: effect5 of p}_,otein }-,inase l
acii1.ation ar:d inlrillition. Biochem. Biophys. Res. Commun,
145: 66-72.

EureniuS,K.,Dalton',T.V.andLokey,I.I.J.(13c3):T]rer,reci'i::ilii3n
()f glucor:orticoid -ectic,rr on the phyt,o}rc:nl3gglLltiriirr stinulaL;.i
lymphocyte T. In vi,bro bj.ndine of corticosteroirls to lyn;l.:ij
tissue. Biochi.m. Biophys. Acta L77: 573,-57B,

Exton, J.H. (19B6) : M*clranj.snrs irrvolvecl in ca]-ciu:::*mobi)_ilirrg
agonist responseii. Adv. Cyc}. Nucl. and Protein Phosph. Res.
2O 211-262.

Fanger,D.D. (19B7): Ac]aptatiorr c,f tlre Elaclfurd, plotcii: 3:J3.j'
to Áernbr61ll€-b,3Ltlrcl prui,r;ins by soLubiIi:ling irr gl uc,,i,i'r'3,i.,;5ij:
deterg,:nts Anal . B j-ochem, ].62 , 11- 17 -

Farrar,W.L. ancl Rr_rsceLt,i,P.l'7. (19B6): As:,:,ciat,it,ir ,,f 1,r,:,r_=::l
}rinase C wit}r TL-2 ,recept-,or e}iplÉ55il],íi. J. Immunolog,y 1j3:
1 266- t27 3 ,

ins, L. S. , S,,:ar-; a, A
concelrllati,-,::= 1

84

nE

66

67

6B

69

70

77

7?.

íJ

nAr'! Feinstein,M.R. an,1 S1Trr'afi,}l-J
araclridorric . -:ic] mr.-1-;r]rrrlistn arrcl
acid-clerivec1 lti:a;rrbo]_ itn:l; . Tn:
W. Y. Cheung) Acetcl.--trti,,: T)::t,s:, NY

. (1?al): Tillt .:,! ca':j,-l;;
in tlre etCt-,i ,]ri5 ,,,,f ar.=t,.:l;;_"j;

Calcium and Ce1l Function {

vol.4.F,I). : 3?)7, 37E.
,

; :i
,'i'::,]

i



75, Irerber,E. , Besc}i,K. , Wallach,D.F.H. arid rniiir,'d.
Isolation an,f cli;rracter:isation r f iyriip}--,,rc7'"c
menrbranes. Biochj.m. Blophys. Acta 266: ,19li-5C4,

Fisclrer,P.B., FJ.;rnlr,l,}'í _, §clrr-lclrter,D. irrtui !l;--ilr=-r*r.,
(L974): Tuntor pri:nt,:'r_,c,.lr:s i.ndr-ice menbratle c]-lan8e:r detertec]
fluoresct]Tlc€ polar:1.:;;rtj..crn. Biochem. Biophys. Res. Commun.
1063-1068.

Fischer, P.B. anr1 Weinstein, T.B. ( 1981) : Enhanceirreilt :-,f ce11
prolif eration irr 1orv calcir_rni nrediutn lry tuilr,:r p].l)rilí:ltÉ]:5.
Carcinogenesis 2: 89*95.

79

Fischerr5., Fa,g:irrl,R., G;Lc,:nrG., C*,rret-,:Lr}i- Pj"au,J"P-
and Blaineau, C. (1984): §tinrr.tlatir;rr t:f tyr,,rsj_:t,:
phcrsplrorylation irr ]_ecti.n tr:eatc:.,] lrr*rtr,ail 1.yr,piro,:i,*r.r§. Blochem.
Blophys. Res. Commun . L24: 6B!-{:;[9.

Fitzer,C.J., o,Erialr,C.A., Grri"llem,J.G. and li*irrstein,.T.B_
( 1987 ) : The r,,egirlat;if,rIr crf pro t,,..in lti.rr:rse C b:, r:}"ien'',de,,-,;7 *

cholate, cle,_,xychc,.l,ate ancJ s€v,_:;"á1 st::u,:t tlr:a} J,y relate j '!::_ ]-*
acids. Carcinogenesis B: 2L7"22a.

Fleischer,B. (1987): A nove.l. pathway of hunan T cgii
activatiorr via a 103 }rD T ce1I activa.tion .ur-,+*i gen. J.
Immuno],. 13B l 1.34ű,-135(].

Flynn, A_ (19B5): Tn vj.tro 1evels t.lf r]lfpper, i:iagrerlr:r:,i aiid
ainc required f,_.r mit,:5en stinrr-l]-aited T }ynpi.,-,:;'1:=
prolíferatiorr. Nutr. Res. 5: 487-495.

Fraker,P.J., Gers}rwin,M.E. G,rod,R-A. :in,d Pr;rsad,l". (i?3C) :

InterreIa,bionships lretween alnc and inrmurre f ut:cti.'--rt. Fed.
Proc - 45: t47 4-tÁ,T3 .

Frederic}<s , R. E. , Tana}ta,K.R. , Valerrtine, !l " N. and Me.|t sorr, 1,1.

( 1960 ) : Zirlc iri lrun;rn blood cells: flr]lnla]- values an,j,
abnormalities as5ücj.ated wit}r 1iver disease. J. Clin. 1nvest
39: 1651-1656.

84 . Gelf and, E. W. , C}reung, R.K. , Mills , Ci. B. aTirj, Grinsiein, 3 _

( 1985 ) : Mitogens trigge.r: a calciunr- irrcleperrdent signe''! f ,:,r,

proliferation in p}rc,rbo],*ester-treat,ed 1yrlph,--rc;rtes. Nature
315: 4Lg-420.

B5. Gelfand,E.W., C}rtr..rng.,R.K. and Grinst,:in,S (19B6): :,{1

induced changes iri Ca2 + pe;meabi l j.t:r e1'e Il,]l+. me,_1 ia'_
voltage-gated !(+ cJi:rrrnels. J. Bto1. Chem. 2C].: ]"i5:C-i i

Ge].falrrJ, E. W., Ciretrrrg,R" K., t,titl.s, G. B. .:irrd Gri:-rst.:i:,, 3,.
(19B7): Role of nletlblane potentia} in i-}ru r.-::J,:,ri5.- of j:r_itile;.

Lymphocytes t,: p}ryt olremaggllrtinirr. J. Imnruno1. 138 : 127 *5::i

Gescher, A, ( 19B§) : Antiprolif erative pI(])pÉ]:tie5 ,;f ;:,il,:,l-,i
ester tr_rmour pl,clri)otl:T5 . Biochem. Pharmaco1. 34 , 2587, ::i"J:

"]

ílí)nn\
i:) ] a:i:ra

rT}u.!.
r".,

ntr.

77

7B

B2

oe

B0

Ua

i] t;

ő1

/



8B Gerz*",R., Bö}rme,E,, Ilofrrianr:,F, 1rrd Sclir-rl+uz,}, (138i) :

§olub]_e guanylate cyclase p"riii"a lT,.T,bovine lurlg C,_,:it,ai:l,

heme and .opp*, . rebS tetters ]- 32 : 7 7 -7 !; ,

89. Girard,P', s'Leveltls"/'L'' Bl;rckshear''P'J'' !ler:r:II'J:'A'i]''
Wood,J.G., "r.á 

Kt]t),J.r_ ' (r_98i j, 1r),,n,,ploCytoc}:err:icaf *",,id,tl_:"

íor plrclruoí- L,,;tcr _ in.6uced ,lireciio""l- trans } 6,1;i|!i_,l,s :, j

protein kl;;;" c in gr.eó1-1..se r, Ci]C) ernr] B7l]'Il,|j cr:l}s: I'l:':5 j'lr1'-

roLe in dif f erenbi;rt,ic,n, 
'Cancer Res, 47 : ?892-383B,

Glynn,I.M., and ClrappelIli,B, (1964): A sirrrp1.: íii,jt1-lod fc,i
preparation oi l, íp: iaircir"a o,i.rro=i"" t_ripl-,os1,,l,r;ite cf
;;;;;f i"-,."ti.rlty . Biochem, J , 90 : t47 - l4,9 ,

91'Goligors}ry,M.s.,Ilrrrskr.r,I(.A,lLoftus,D.J.arr'dE]-sr,:.,3
( 19B6 ) : Alphar _*dr"rr*r;;;,- iti*.rratiorr ;trrd cytop1_;ismi r i
calcir,rni concentr:aliorr 

" -i; cultured rcn;il p1,o_1in:*i ,_;bu

celIs: eviderice f ,rr: ,=onrp*ri*enta}iza1, j.on of quin? aílc j,;r
j. Ce}1 . Physiol , t28: ,1?}ü- 47 4 ,

92, Gopala}trishna,R., Dars}'y,§.I]., T}roma:;,T'i)' 3ir''1 Anrlr=:r:Üri"v?'l'

( 19B6 ) : "ii;,;i;r; i"tí.ii.i,"i"e, clrel;rior:_st;i_bl,_:, ,1*t::]]tÉL,_

extractable, phorbo1 ái"=t*r:i.n,]uced n:isn:braire a5sociati,:,:;,,_:
protein ki;"r; c, Diii;;;r,;;" betrveeri CaZ + * irrduc* j ,r,:

phorbo1 ;;;;; stabj.li;;á-*l,"ilr*"" bindirrgs of prote:_r, }::r;:_ "
ö..r. Btol. Chem- 261, 1643B-t6445,

93. Goppelt*Strübe,M" , I(yas,U,_ *".d Re,sch,K, (133C) :

Phosp}rolipase*A.e .*"ti.rii,v-i" t lymplrocl,tes. FEB§ Letters 2| j,

45-48.

94 . Goppelt_§trübe, M. anc] Resclr, K. ( 19B? ) : Pit,f a j l:, ii_i nt*;ist_il_i:_,1

fluorescencepoLar,|zationi.rrrnitogetr-stinilrLate'.lTlympi.i;;cyt,=.
Biol. Crrem. 

-ttippe-Seyler 368: 4C]9-412,

95 . Gray, J.D. and Golr,rb, S,11
ceLls, Meth. Enaymolog"y

96.Greene,W.C.anclLeonard,!,í.J.!19!9):Tlrehr-rn;:trin+'eri*.ili:::.-.
receptor--Ann. Rev, Immunol 4: 69-95,

97 . Grinstein,s., smith,J.D_, Rowcett,Clr, er_r,j Dixon,e"J" (133", :

Mechanisrn of aclivr,bi;;, "i Lynrtrr}rclcyto: Na+ /Ili exchal:gt :
Concanavalin A, J, Biol, Chem, 262: 15i-77- ]-5l34,

9B.Grubbs,R.D.arrd}í:tgr.rire,M.E,(19B6):Regule.+-ionafil'3.§i..=:--.
but not calcium tr"rr*p-oii'"rry'pti"ru"i ester, _ J. Bio1, Cher

26L: 1?55CI -L2554,

., Pr:eriie,M- and Tsierr,n,Y, (133:): _

oi CaZ + indicators wi ttr grrjat}ii _ _ , i:lp.
iiop"rii*=. J. Biol. Chem, 260: 3,li4C-345C,

! !._

-r--jon

. ( 1984 ) : Corrs,:rv,:tti on of lyn;,li,11-
10B. 363-367.

99. Grynkierrícz,G
generation
fluorescence

100 . Guy, G-R, , Gordc,n, J
( 1986 ) : Redistribr_r1:,
of hutnarl B 1yr,rpl:c"_ly
146-153.

., Wal}rer,L., Micltell,R,H" arid Il-,,"",:_

i.,r-, ;i T,rotein ltinase C dr-iring_ipiIr_3::,:,_
L*s. Biochem. Biophys, Res, Commun, --



101.Günther,T. , Av.3rdun};,,R. arrd Rii}rl,1l. (1979): Ziirc rr+:taboiisn
in normal, 1ect.ilr-stj.ntr_rlate:d and }euk*i,nic iyniphccYtes. Ő,
Immunol. 104: 69B-'703,

102.Habermanrr, E. anc] RicharrJt, . (19B7) : Tnt::acellr-r]-ar :aicit_i;l
bínding proteins a5 talgets f crr treavy neta]_s. Trends
pharmacol. Scl. 7: ?9B*300,

103.Iladden,J.W., I]adclerr,E.M.,
Coffey,R.G. (1972): Direct
membrane ATPase a.ctivity in
Biology 235: L74-777.

Wilson,E.E., G,:c,d,Ii.A. ai.-1
ac Lion of ir.sul in cr} 1;i-s;i:;r
hurman 1yn,p}l,:cytes. Nature New

104.Hannun,y.A. arrd Be1l,n.},1. ( 1986): Phor1',o} ester binding it:rd
activatiorr of protei.n }<inase C on Triton X*100 nrixed nice lles
containing phosphaticlylserinr:. J. Bio1. Chem. 2Ü!: 9.341^9347 -

105. Hannun, Y. A. , Coonris, C. R," , MerriIl, A.I_1. "Tr. ar:.ci Beii, n. }1.

(19B6): Spiringosine inhibj.tion of protein kinase C acli',-it;'
and of pÜort<rt dibr_rtyrerte birrding in vitro ,aircl j.rr lluna:r
platelets. J. Biol. Chem. 26]: 12604*12609,

106.1Ielderlnan, J.H. ( 19B4 ) : Acr,rLe regulaticln of lir_lInan 1ymp}r,:cYte
insulin receptor,,s. J. CIin. Invest. 74: 142B-1435.

10?.Hesketh,T.R., l]rnil:]r,L].A,, Mo,:re,J.P., Tayl,:,r,}4_\j_ á1-',j

Metcalf e, J.C. r r9B3 ) : Fr:ee cytoplasrnic carlciunr concentul'.:iLi,;rr
and the nritogenic stimr_r]_ation of LymphLlü}rtes_ J. B1o1. Chem.
258: 4B76-4882.

10B.llidaka, H., Inagalri,M., Kawamoto,S_ and Sasaki,Y, (193,i):
Isoquino}ine surlf .rrranlides, novr:l and putent ir:hibitc::s cf

"y"ii" nucleotie]e dependent, protein kirlase and protein },:irl;s*
C. Bloehemistry 23, 50§6-5n4t-

109.Hiehsmith.S., Bloebaum,P. anr] Srror+clr:ome,K. (1?3e ):
Sarcoplasmic reticu].urn interacts r^lith t}re CaZ + ini j-,],3ior
precur5or fr_rra-2-,A},í. Blochem. Blophys. Res. Comruun. ]_33:

1 1 53- Lt62 ,

110.Hinks,L.J., ColrnseJ_,M. and Delves,11.T. (1982) : Deter:n:i_riali*l
of zinc and copper r:oncentraticrns in leu}rocytes. Ana].Yst 1a7 :

B15-B23.

11i-Hirasawa,K, and Nerrrr:t,:,A, (1986): Active f or:nr of Ca2+-
dePencleni Plrclsplr:it-i,ilylin,:sitol phosph,;1i1,,utsc C f l,-,:r; r,;,i-

tlryrnocytes át p]rysiological üa? + conű,]ir+llal;iori= . Bioclrep.
Soc. Transact. 14: 1242*1243.

ii2.I{irata,Il and Axe.l_r,:,,f ,J. (19B0): P}ros1,},,_,,! i;i,1 l:,.,-1-1lyf air,:.r; i:)-,,r

si8nal transduct ir:n. Science 2C9: 10ü2, 10:}0,

113.I{jelmeland, L.M. ( 1980 ) : A norrdenatur.rt ing.
dáter:gerrt f or meml]rane biochemistry : c1,,_:: igrr .tirc]

Proc. Natl. Aead, §cí, üSA 77: 636B*6370,

-V{J_ L L,'j! _ -.r_l-,
svrri-j,,:s !s .

/



114.ijouslay,M.D. ( 1385 ) : Tlre irrsu}
generation at the I.,1;lgtna n:emtlrane.
of transmembrane signa]-].ing (Eds.
Elsevier pp. : 279-j34.

:-e,:e1:'uor =rijd :ig::el
: Molecular mechanisms

C,r}r=rr itrd I]c,;: ),=,i',

r', 11

iir.

]-n
In
:

1],5.F]owell,G.A., 1^|{3f.:tr,M.G. and Fredericks.-n, Cir.
§timulatio,n-inducecl t,riit;tk,: ancl lelease c,f zirrc j,rl
slices Nature 30B: 736 -738.

116.IJr-rang,K- -P., Jesse Chan,K. -F., Sí.nah,T. J., 1,Iai,.ab;,ya=hi_,il
Iluang, F. L. ( 19B6 ) : dr'r{,g,pho5plror:yl,rti,:n ,.;f r.at brai.ir C,i? +

phosphl.'1ípid-clelrerrdenL proLein }rinase. J, Bio1. Chem.
i2L34*LzI4a.

117.Hucho,F., Krüger,I,1. Pribilla,J. and Ober.,clieck,I(
}tDa inhibit<lr of pr,;tein kinasc C purif ied froin
FEBS tetters 211: 2í]7-210.

1 /:ca,,r\
hippc,ca:,npai

/ l 
^óry 

\ " 
^t, a9- , / 

-

b,:vir.e b:a

i:r:,], ű
a!iű

.)P1

118.ílyono, A., Kr-rriyarna,§, and },lasr-ri,M. (1985) :

errergy transf elr br:,bwi.;en j c,nohore , A: iL87
proteins ísolaterl f ron: i:lrter ;rnd cytoplei:itli c
Gram-negat ive bactcr iuLnl . Biochim. Biophys . Acta

119.Tmboden,J.B., Weiss,A. arrd Stobo,J.D. (19B5) : Trailsne;,,
:_;ignalling by tire T3 -arrtig€n lecÉpto]i complex. Irununol.
e, eoo-ea,1
L,. JLw J9t!,

120. Inou€,M., Kisliintc,to,A., Talrai,Y. and Nishi::r,tk;t,Y. ( :"3?7 ) :

Studies ctn a cycii.c llucIectide.-indeperrdent protcin 1.,inase ai:d
its proenzyme irr n]i,tl)]tl)alian ,t;i::sues . T I . Pr,leri?.yüie lrriC j ts
activation by car]_cir-rn-de}rerrcient, pro-Lease f ::c,ni i,at br:".in . J.
Biol. Chem- 252: 7610*7616.

Flr_ror*s,--.jri,:ú
a:ld n-ieribra::,.=
j]] e n,r.lj :] á i: a ,; : f
íj13: :,ii-.'-1a.

Today

121. Tsakov,N. , Schc;].
tr-ansduction ancl

.- T.7arl1 . arrd
i_rrtl:ac,r] lular
Today 7: 27t

Altnrarr, A
eventg

--r.7 nal l.

( 1986
l1-1 1

\ . fl: ___, - 
,

l - l_.!L]rq:

i3.nipill:;yt.:
activati orr . Irnmuno]- .

L?.2 .Ishiganre , K . and }li s}ii , Y.
arctivity and. zirrc, í](fl)pe]:
1eu}rocytes . Clin. Chem. 31 :

123.Ishitoya,Y., Y;tnralrawa,A.

( 19 B 5 ) : S,rrpero>li de di s:l_,i'_a: 
=

r.lnc1 ntarrgan€j5É conc.:ntr::,ij-ói:S i tr
1094-]_095.

and íír
,l.

! <. a)Cjn

i,€5pan5€
rreu-Lra;,hi i

Translocation c,f cJyacylglycerol
chemotactic }retrticlel atrd plr,::lbo1
Biochem. Biophys. Res. Comrnun, L44:

Ta1',13nawa
leirr:*::e iri

n c,{- ,:, r. ,i ,.

1cr25*i030.
3.

124. Jaken, S. and I{i1.,:y, S.C. ( 1387 ) : Purif i,:aiirr. .:i:.,j

clraracterisatir:rr of t]iree types of pr-|]t€ili 1ril:ase C ! r,.:,:,
rabbit brain cyt osr;i . Proc. Natl . Acad. Sci . USA B i1 : 4/"1i,) ,

-^Aóo=aLL.

1?5.Johnson,P.C", WeLre,J.A., Clj.vederi,P.B., Sl,ii!-1:,11_,
and Salarnan, E, Vl. ( 138l_., ) : I"íeel;urement of lorriz.:d
blood platelets i.ri t]: the p}rcrtt}protein li,:ci,.lc-,riri.
with quin2. J. Biol. Chem. 260: 2069-2070.



1?6.Jondal,M.J.N.G., P;tt,arr,,:yo,M. anc1 Brolid,rrr,P. -A. ( 198r.]) :P}rorbo1 ester regulat,,ion of Ca2+ flux rJuring nati.ira1 , },:ctiri-and arrtibody*depenclenL ltillirrg. Immunotoey 59: 3tl7 -352.
127,Jones,D.P-, . Tlrcir,[-I., And,er:ssorr,B. and or:rerrir_ts. i íl q?a\ .Detoxif ication 

"ur"iior,," in isoletted hepatocy.r*; . 
' 

B,;i3'-.,,glutathione -PeroxiJ.a:;t:, clatal.ase :rttc1 f ,:r:i:rald.hyi:delryclrogerras.e in reactions ""r"iir.e to N-clernethylat:.cn by *,h.cytoc}rrome P-450 systenr. J. Biol. ÖU*r. 253: eC3l-üC.]7.
1-2B, Kaever, V. : . Szamel, M. , Goppelt, }1. and Resc}: ll í.1 aRl \ .Characteriaation and subt:er"rüiar io"..riseitioir of "'rr...,.iJ;;l'j-cyclase5 in calf ttryrrrus 1ynrp}ro"yl";. Blochim. -Biophys. 

Acta776: 133*143.

129,Kamber,M, (19B6): 
^Plror",bol ntyristate acetat,e_iricu,:edprolif eration of an IL*2*clcperrc]er:t í-cell ]_inc: act j r:n of FMAis índependent of TL- 2 ";á 

- 
cannot be mínic],:=d bydiacylglycerols. Cell. Immunor. -rOá, 

177*1B6.
]- 30 . Kamisaka, Y. , . Toyoshi,nla, § . and Osawa, T .Plrosphatidylj.nositc,,i-sl),€ciiic plrcrsphoIipase C c,J]lymplrocytes. Arch. Biochem. ni"piy.l 249: 569-57B
i3l,Kanter,R,J., Rai,K.R., l{Lrníz,F. Michael,B., Balk.,n,J. arlilSawitsk7, A. ( 1982 ) : Trrtracel lr.l.r zin,: in ,:1trc,r,ir:lymphocytic leukemia. ettrr. rrn """i. Immunophatol . 24: 2E*32
]-3?,Kenne=,B-,- Hlrbert,C., Dr:trlree,D. and Neve,P. (19B1) : Eariybioclremical everrts .i.=o"iartecI witlr l.ymphoc},te activat-ion inageirrg L Evíderree that_C;i.?+ 4epenaeirt-p""!*r-*= ir,ju,:e,l byP[lA are impaired. rmmunology 42;- ir Ó - r aO .

'133.Kishimoto,A., Kajikarva,!.i., §lrirota,M. and Nislriluka,Y.( 19B3 ) : Prr:teoIYtic ;rctirrati on of calcium*acti_-rateil,PhosPlrolipid*dependent p}.,r}|irin kinase by calcium-.rJepcrrrleiineutral protease. J. Btol. Chern. 25B: ]-i5ó-1164.-

(13B6):
rrtrr-i -,_

ili

i-la.§lein]an,N.J., Friedntatl,D"L. arrclPrepar;rtion of single-..rj.l sr-rsp*:rr,]ior.=Meth. Enzymology 108: 43-4§.

DiSabato,Ci. (]"334):
f ronr 1yrnplri:id ,.;f€;i]l 5.

i35.Klip,A., Rot}:stein,A. nncl M,:c}r,B. (1.9B4) : §Lini1.1lgtion,:fhexose r-tPtak--: in rat t}ry_rni-c.: lynrplr,rcytes by pl-rc,:_.boI esLer. Arole f or Ca,: + and bla+ /Í1| ..,."iroigii' Brocirem. giopty=. Res.Commun. L24: L4*22.

]3S,I(ohno,I{., Talretani,S, anrl To]rr_rnaga,R. (19B6): Phorbo]_ .:s.t,er:-inducecl regulation of t.r,,r*=i,or]rin I€c€trltclrs : t-r liun,an].eukaenria I(562 cells. Ce11. Struci. l.unct. 11: 13i*130
1^d1'-]'/,[.tItsnick,R,N, (19B7): 1,2*ciiacyI-glycerlll"s br_rt. rroi- ph,:,r-bole5tr:r'ii siirnulat" 

"prrÍ"e,:,nryclin hyrlrc,lysis irr Gi]" r-,i t,.-i+-,._.,cells. J. Biol. Cherrr. lar , 1.E759-"i aiaz l'rj 'L* L'Jl;'

j3B-Kovacs,W.J. anrf O1sen \].T /1aa"\
]ruinan íy*pt o"ytes. J. i,irfl*rr", 'i;;'!';rrY$í:*"'} Tttr'Ctl't'r'S j-::

í;

/



139.Kraft,A.§., 5mit}r,J.B. áillllr Ber}t,rw,R.L. (1986): BLy,rs,;atirt, :tt}

actlvator of tlre c;ilcium phosplrol ipírl*deperrd*tr't Pr,:i---in
kilrase, bloc}rs phorbol ,:51;er:--indllccd dif fererritiatioir of }ruilaii
pro*y"iocytic }eukernia c.rl l s I]!,- 60 . Proc . Nat1 . Acad. Sci .

U§A 83: 1334*1338.

140.Kraft,A.S., Appling,C, etnrl Berkcrw,R.r,_ (1S87) l,pec,ii'i,,:
binding "i phor-Úoi e :;ter:s tc, nuc]"ei. of hltntatr p]:örnYelocY::L:
leukemia cells. Bloctren, Biophys. Res. Commun. 71_4: 393-1Ci,

141.1(yr:rrter,D., Kinr, T -Y,lI.,
Ukornadu, C. Delorenzo, P.. J .

protein kinase C act,-ivi i,y
262 1633-1637.

142 .Iiu, J. , Kishimotö, A. , Takai. , Y. , ogawa, Y. , I{inr_rra, S. . arre1

Nishizuka, Y. ( 19B1) : A rrew possi]:1e regl_rletlory sysl;em i!,
protein pt]o"prro.ylitti on i.rr }ruman perpher:a1 1ympitr:lCy+u€5 T i _

F..==ible i*toiio.r-,t,o p}rosp}ratidytinositol tr-rrnover induceC bY
rnitogens. J. Immun<rl . 1?,?: 1375-1379,

143 . Kurrle, B. , Seif ert, W. , Trautwein, A_ arrc} Sei 1er:, F, R, ( i 985 ) :

Ce]_lular Áechanisms of T celL activatir:n by ur,:dulatiorr of lj:*
T3 antigen crctnplex. Transplantatlon Proc . 77, B80- BB5 _

144.Lagast,H,, Pozzan,T. trIaldvogel,F.A. and Lew,!1.D. (1984):
phorbol myri.state ac,,;tate stimu]-art,es ATP clependertt caic:;ni
transpopt by ttre plasm.:r nrenrbrarre c,f íelt-Lrcrpliils. J, Clin.
Invest - 73, B7B-B83

1,t5-Larrick,J.W, and Cressi,lel,P, (1973): Transf +rrin recepto::5 i,n
hunian B and T tyrnplro'b].ast,:id cell lines. Bioctrim. BioPhYs.
Acta 583: 4B3-49CI.

146.Leach,K.L., Jarrtes , M. L,. and Blurrlbe r5, P.1,1. í 1opl\
\ jLIU.j l 

,

characterisation of
mc,Llse brai.n cytosc,1.

, ó1 ó

147.Ledbetter,J.A., Parsc,ns,M., Martin,F.J., L]ansen,,T.A.,
Rabinovitch, P. S. arrtl .-Iune, C. FI. ( 1986 ) : Antibody bindiná _io

CD5 (Tp6? ) and Tp44 T c*11 sltrf acr: mo}eci,i}es: *f f e,-:'Ls ,]rí1

cyclic nucleotide s , (]yt.Jpiasmic f ree c;rlciuni, and ,:;1_i1l

mediated suppressic,n. J. Immuno1. 137: 3299:lj305.

14B.Led_erman,H.M., Cc,herr,A., Lee,J.W.W., Freedni;l,tr,M,Ii" an,j
Ge}f an.1,i.W_ (198.{): Def ero:._atnirre: a, ]:t]\,É]:,-:i|-, le I,-i,l ,:-,s=:

in}ribitor of lrunlarr }yrn1llr*cyie ;lt:,r:,J-if erat:Lori. BloOd ÉÍl: '712-
qCl)
i -,|,J .

149.Levitan,l.B. (19B5) : Plrusphorylation of ic,n,;!131,11,.:}5, J,
Membr.Btol . 87: L77 *1 D0.

150. Lo}<en, anr1 líerzen,tle rg, ( 1375 ) : A1,_i11,:;i,, _ f _,-:]],

pc.,pulations witlr :t f 1iiorc..5céjI}ce,*;tcLivaled ,::l]-. 5ül-+uú-i-'. Ann.
Ny. Acad. Sci. 25.1 : 1tj3 i71.

]

Golclerrring, J. R., F,lasmir:sen, !1 -,
anrl Yr,r,n.K. ( 13B7 ) : Regulaition c,f

jry gar}gl i..:sides " J. Btol . Chen-

a sl}ecíf ic pl-rorbol ester apc]receptor i"
Próc . Natl . Acad. Sci - t]§A 80 : ,t2C 8 -

/

--



^i,, 
u -_- ,/. ctr. \ ll_ -l\: UJa ] - : - -

Biol. Chem.
_-- -_ +

9B5 ) : Oncogenes
C3-c11.

and Kay,M.M.B.
Adv. Immunol. 29

154.Marban,E., Rink,T.J,, T.:ien,
calcium in heart trir_rscle at
measlrred wittr ca--serrsi t ive rrri
-B50.

15 5 . Mascard.o, R. N . , Belrton , R. W .

Sc-,nratostatin ]:as an arrtipro}
A-irctivated rat thymo{_:ytús.
131-13B.

larr, A. L .

*,lle Foi in

, ions ancl p}rosp}r,:,1ipids.. Am. J.

tnrl1,:ti.ú :ianlai i, :,-. uJ

p)l..nc, 1 reagenL. Jith

152.Macara,I.G. (1
Physiol. 24B:

153.Makinodan,T.
immune system.

( 19B0 ) : Ate inf ],iierrc* or}
:2B7*29L.

thr

n.W. and Tsien,R.Y. (i900): Fr-ee
les-L anc1 c]uririg contra,:l,ii;:,

crt-:electrodes , Nature 2,86: 2t;5 -

arrrl Shctcrline,P. . (i9!,i):
if erative ef f ect on concana.,,ai irr
Clin. Immunol. Immunopathol. 3j:

156.Megeio,F., Brunati,A.M. anej Pinna,L.A. (1§87) :P,;,}yg3|1,_;ii-
dependent, Ca2 a, ,*arr.,ta8,:triized phospl:c,rylatic,rr of calmc_,clui !rl by
casein kinase-,2 and, a spl.r:c:n tyrosine protein }<ii-rase" íEBS
Letters 215: 24L-?48.

157. Mentlein, R. ( 19B6 ) : Tlre ttrmor promoter 12*O-te-t,radecan,iyi
plrorbo1*13*acetate anc] reguIatory dictcylglycerols il,L,e
substrates f or t}:e scaffr* carboxylesterase. J. Bio1. Chem. 261 :

7B16-7B18.

158.Mj.lanese,C., Richartlsc,n, .N.E. , Reinhr;:lz,B.L. (1 clfl])

f 1. _ !Identif ication of a T ]r,:Lper
activates resting T lynlplrocytes

ce l I -der i,ved 1ynrplr,r}<irie
. §cience 2j7: 1118-7122

159.Misra,K.K. and §al,ryourl,N. (1987): Protein kirrase C bindirig iu
isolated nuclei and j-ts activation by a CaZ +,/phosp}ro]_ipld
independent meclranisnr. Biochem. Blophys. Bes. Commun. 145:
760-76B.

160.Mitsuse, S. and Oishi,M. ( 1985) : rncluctic,n af
plotein (p54) by p}rorbol esters in mollse
(Friend) cells. Cancer Res. 45: 3B36*3842.

162.Mochly-Rosen,D. and Kc.,shland,D.E, Jr. (19B7) :

and phosphory].ation of proteirr kj-rrase C. J.
223L-2297 .

.1 r;C,vü1 nuc ]- *sr-
,:. r. rl l- 

'!. 
-.. l o,,l, =.- i =!! J ul_r

Donra i rr § +-r lj.c+. i.],€
Biol. Chem, ?fi2:

163.Moruzzi,Y1., Barbiroli,B.,
and Mezaetti,G. (i987):
protein }rínase C a::sr]lcieli
175-1BCI.

Monti,M.G., tado]_ini,F,_, i]all::rr
inlribitory act,i,;il of p,)lyaniiri*

tln 1:o mernbran.:s . Biochem. J. :
:] ii

|, 1

1E.{.}1r-rir,J.G. and Mur:ray,A.E. (1387): Eornbe.:in anc] i:,iiorbo1 g,.i.l,
stimuLate pl:osphaticlyl c}roLir:ru: hydrolysis L,y plr,,,,_,i:,jr,:,l,ipas* C :

evidence for a rc,lu:,:f prc,tein kj.nase C. J. Cell. Physlo]..
1 a^, eaO-ao1!JL,. )uL aJL.

/



|,1;:.}:ami , K. , !]]rit.rrlr:},, }í.I(. and
l=guia+.ion of protein kinase Ci::teractions of Zn2+ atrci Ca2+. J.
]_3906.

Rout t errbe:-E
activi ty b;,,
Biol. Chem.

^ 
í _{ a!ó^ \

'rr.\.--L,l.
í- ü !:,p€ l'3 t- i ./ §

232: 133i3*

166.Mur:ray,A.W., Fournier,A., I{ardy.§
activati,:n of prot.:irr. }rinase C: a
Trends in Pharmacol. Sci. 12: 53-54.

r l í öor, \U. \ rJU- l l
pirysio} ogi,:e1

Pl,;teoiyLic
re,:ict j ,:n?

167. Mi.rstelin, T}r. ( 19B7 ) : GTP dependence of t,lre trai-rsduct j_oii oi
mitogenic sigrraLs t,l,rrr:uglr L,l-re T3 complex j.rr T lynrpl-rccyt*s
indicates the involvenent c,f a G,-proteirr. FEBS tetters 213,
199-?03.

16B.Nel,A.E., Bor_ric,P., L,iiLtanze,G.R., §teverrson,H.C.,
Di::ienzo, W. , Stef arrirri, G. F. and GaIbraitlr,1-1. Lí.
Re.lction of T }ymplro,:ytes r.lith anti-T,3 induces tlans]_,:,:;rT:j.:,i:
of C-kinase activity to t}re membJ,ane and specif ic subs,t::a,l:..,
phosphorylation. J. rmmunol. 13B: 3519*3534.

r,/ia l ,íJ1- 
|',- ),,,

' 1'1 c;í,7 ) ,

\ -,-.-,' /

169. Niedel, J. E, , Ku}rn, L. J. ;trrd Varrcletrbar::k, G. Fl,

diester receptcrr copurif ies wi t]r proteirr
Nat]..Acad. Sci. U§A B0: 3ü*40,

(1983): P}l,*,l-Lc]_
}ii,nars= C Proc.

170.Nishikawa,T., Goto,1{. anrl, i],l:imizlr,S,. (138i,) : j;r];ibiirr1,
action of pl:osplr.:1, j.clylinositoI o]l sytlai;Lr::,cinai ( }l:t+ -!i l ; *ATPase activity. Blochem. Blophys. Res. Commun. i2C ,?33 3?3.

171 . Nishiauka, Y. ( 19 84 ) : Tlre r.ole of prc;tei.rr ]ril:ese C in ,:e ]_ lsurface signal +uLai-r.dr,lc"uion and tr-rtnour plc.,]l)otion, Nature 3 3:
693-69B.

172. Nishizu}ra,Y. ( 19be ) : Strrclies ancl
kirrase C. §cience 23li: 305*312.

P€l'5pelJLil'u: t f --,1-6.f,-;l -,
lJ!! !,*::1

1?3.0'Brien,R.M., Flouslay,M.D., Mi].1igan,G. arrd Sidcl.].*
Tlre insulin recepto:., tyr:osyL }rinarse plrosp}ror:.yl.atcs
f orms of the gtrerníne nr,rcleotíde regulat,:ry prot*iil
FEBS tetters 2L2: 201 2BB.

174.CI'F}ynn,K., Linch,D.C. and Tatham,P.E.n. (i
of rni togenic Ler:';.ins and monoclonal
intracel lular f rr:* calciun c,:rrcentrat ic,ri
Lymplrocytes. Biochem,J. 2l9: 661.*666.

175. Ogawá,Y., Ta}cai,Y., I{arva}rara,Y. Kintr_rra, §- etnd ilj_s}ri;u]:;i
( 19B1) : A new pö55ibl*: re5lrlat,_,ry :;;.;tr:;it f ,:: I,t-] :p}rosphorylatic-,n in ]ruin.lrn períp}r,.:ret1 J_ylilp}l,;cyt es
C}raracterisatj.c.lrl of a ca}cir-rnt-;rctiv;rted, L.ho:pho]-i.dependent protein }rirrase. J. Immunol . 7?7: 13 C9 7?,7 4 .

176.Orellana,S.A., Sc,lslti,P.A. ;irid Browrr,J.LT. (1385) :

inhibits phosphoinosi b.i tie 1rydrolysis anrf ca}c j,.i:,,
irr ctrltured atstrcrcyi;,lnr.:i r:e],.Ls . J. Bío1. Chem. 2CO :

í/ / 1op? \
)!i. \iL/L|l l.

]roIc,n=ric
j t-ri án,1 i_:l"i

on/ \ T},... .,f 4,-.-r
-lL,.! ) rl],J L._!Ul_*

arit iboCie s úl].
É

4rl l!ul]l;:-l !

-,, a i'

.,,-_+",!_

;. -- J i:l i:

1_) _

!a

n_,- - __1_i iii.ll L

r?1 qa



177-Parl..errP.,}_, fji_:,it::]eri:j,IJ,, T,:ttyrN_, Rhe,.,L.,Clien,B., Starbel, §., irl.,rt,,:l:fiel,,],}4. D.'árrld t]] ] l.i,,],, .q:ömPlete Primar;7 :.;1:r:l.i,ltr;}-e ,:f pt.ot-,eirr J.._i it,;i:;,,: C _

1:,ltt;rbol estet- tF-,(].:jl,,Ll.)]-. Sclence 233: 85i -8[3.

178-P;rrkerrP.J., Gor:ir,J. ;tnrl
irlotein phc,:;phatjlsr:lj:.i irt
l.,inase C. Biochem J. 3.10:

].79.Farnes,.T,R.
proteins, genr]s

11oo7 \ .
\ l.q,íJ l / _

}íer:1,:vc,le,[,i. ( i?|]7) : lp.,,
1-1i-* tJr.,p]:,osph,,]r]-jr ],.:; L..i_ r_; :t
^altl,,1 -tl í

T*r:eli di"f f e::.:rrt iati,_,li
anc1 f ul,ii_:1,il.,t:l. BioEssays 4: 255 :j53

1BO.Pertignani,P., Y,rlit:_rtt,i,l,., Aicllt],íi,I., -l:.. l(1 9B7) : Fl.etclaL; ;Lr:l*i.v:__rl,i.irE f.r,:tc,r r,{:J(]ept,.,r-irrhibit nritogen iri,..'!l,-ic,;d 1rú:ilan pcri;,1t,.rr:r,1 t1,-,pi:olif erat,icln. Biochem. Biophys,. Res. Cómrnun. i:i3 :

185 _ P]:il}ips, J.L. ( 13a1 ) : }"1r:].,3.L11.!}: distr.ibr_rl.:.ilic i.rr plryLohr:tri;rg,g1ui,|, irr j.n- sti.nl-ilaL*c] ;tirrl
l-y,mphocyt,e: . Bio1. Trace Elem. Bes. 3, 2?r,.,-

.'-LiJ,l ill_- ,

,i: _ ., _l;]

_,cl T
iC:] .r1

1B l . Pir; :Ir, D. G . 2 Brewstr:r, ]J.R,. aricl Gclet:r] , E, Jst'.,uIatiorr of }run;itr T 1yn,lrlr,,,,rIt,.s :uy
rn*rlitnol. 131 ; 101: -1C1l,

1B3,P':i,, íí?";,C., ,Ret,en,Ii.n., SlT,,,,,1r,l;r:;ki.,},1.L_ aLri] ._l,.l1r,li::,i., ].:.
( ri ti ) : UYt,OS,:lic f r,.:,r ,.:lI,:iuinr ;irlc] ,:el]_ íJ!;r",;,.,,,,1 i r'." il.: _:l.*:l,:,_, i:.f il , c,blasl-s__, f rc,rt .lütji] ;riii], Aliireine:: t1,_-,:r,.,r:: . Proc. Nat1.Acad, Sci. USA 8-:: 7933- 80Oi .

18.3.Ff,. _ffer,D.R. anll l,ar:cly,[].A. (197ü): Tc_,i-iüillic;i:,, A33i[]?.
':-f f '-ct of II} concÉjliLr.';rt ic,n iJtI i:lú}ili-,1e:{ f r_l1,;11;1 .i, i i_lii n;il,.ji ji,,.-]
;riiil monor,'a},lnt üá. l-,i,:,jl ,'' i:riirj -1,1re r]t:ntunstrat.ii,ri ,._,f !a+ +lL:rl":j]-iri nritochorrdria nl--cli;ri,,,,,:,.j by Aí::)ta7 _ Biochemistry iI,, 

";1a,i,'?

]-84.FJ]eiffer,D.R., Rl-,-cj,l.'d. nrrrl L.l-r"d5,,II"1,. (i1.17.';): I-'IiLr-a.-,i-]-.:aiid f 1rr<,,rescenL 5!,§(ll-r-a]_ I)rc)I)(jrti_L.E; trf tlit, dii.;r.f tr,t ,1.;. l_. j,,_;_
i,_lnpph,lr:g A23i87 .tl.,] i l.s nr.::Lil i,_rfi ccni;lit.jx*]:;. Biochemisiry13:4007-4014.

,- l'1

a -:,

LBS,Piga,A-, Talreri,M.R., Ya:lley,J.Cj., i.iic}ir.",in;rsiilgi-ir,n..a_:. _.:,,,H':'ffbran.1 ,A,V- (19S4): i{ighe,r, tyr,,;siii., i)!,l-_,li]jiil ]iii.,,...;ir:tivity irr resl,irig 1_ytnp] t,:,,:yl;,is|.;lratl ira pr,,, 1líir,r.i:_rlg I:.-,.._.,.]_l 
.

C/l- ]-eu}<etemir: bloc-,,l cr.l}s. Biochem. Biophys. Res. Commun. 1].1 :

7 C6--77 j .

í or7 n-_ n ^iü i. i-'üö,,,l_].(j; .'I . , Allf re}r,Y.
s;,li L}re:; i s atrd ]"-],il].L,(),l._Lij .i|.,:

;r r: t i v;i.t i r_-ln i n 1_ ymplr,_, ,.:1, l, i-, .*;n05 B12.

n. l1}rr.] },]i rsl.., . t E l o.^f \ .\, i
,;t5,.!.,-',t,i r,i: ,t..,rii,e' :,i,.- , ,,,_,. oi L :'_. Proc. Natl. Acad, Scí. üSA ]i:

].§3,Po].1,rck,1',7.I(. and Ejrr].l,T_.T. (193{i): T}rr.crnrL,i;] ,,_ii-ti.,i :l_,]_,,]]].,,,,.j::, 
_*l._:t'iri:;,) platr:Ieb r-)Jr-t,,,,_,:;r_r] i r: Cer2 t ti:, ,1 i1, 1-,.,,;1,_, l._1 1, i,r,,,rr]: l ,,

.ii.:.,,lrar6t: ,if inL,,::-l':re] Ca? a st;ore;r: sL;_r,_,].ic:., u., j ia j,_,:.:-:. :,Biochem. Biophys. Res, Cornmun. 1.t9: 303 *i.|i1 l:.



iB9. ?otlock, K. , Rirrk, T.J. and Irvine,Ii,I|, ( 1986 )

(3H)ara,:]riclonic lcj,d and clrarrges in cytc,solic
f ura*2 loaded }rrrnrarr i;l,rite}e+.;s stimulated by
,:o1Iagen. Blochem. J . 235: 869 -B77 -

190.Pontremoli;S., MeI],r_rfij.lE. l MiclretLi,}1., ir]_ar:;iI1,1,I_,
Sparatore,B., Sacc,:,O. ;ind lTorec}rer,B.L. (198C) : liffe,::.r.i.ia,
mr:chanisnis of tr;rnslocaticln of pro,Leiri l":ina:;,- C Lr,, ili,ls;:a
mentbranes in a,:ti.vei-t,ed butttarr I]§jLrtroll]riL:. Biochem. tslOPhYs.
Res. Commun. 136: 32B-t3.t.

191.Puppo,F., Corsirri,G., Mangini,P., Bottaro,L_ an,j !a::l-=,::,,Tii,
t rÖás j , 1rrf luenc* c,f F-e nd,:rp}ri_n on 5,hyt,:1l'.nága1.;t itl i:: -

induce,l 1ymplr,:r:y1 ,,, F,rolif erat,ion and C_)r} _Ljre úiiJ,},F.,;:;, _ ]. ,_,f

mononuclear ceII- sr_:_l:f ;,rc.: a:rl,i_8.:ns iri w,itrr;, rmmunOpharmacol,
10: 119-125.

192.Putney,J.W.Jr. (1.9B7) : Fcrrmation alrc] actic,i-rs r-,lf t;riciun;
mobiIi.zing n€s5Éjl}sür, irrosj_tol..L,4, 5-,tli=p}i,,,:,phaio:_ A&, J,
Physiol. 252: 6140- 0157.

193.Ralph,R.I(_ (1983): Cyclic AMP, c6lcir-rrr and contrc,]_ r,f c*]-].
growth. FEB§ Letters 161: 1-8,

194.Rarnac}randran, Clr. , Yar_r,P. , Bradbury,]i_},1 _ , Si:y,an,ai a,C, ,

yashucla,11 and WaLsl1, D. A. ( 19B4 ) : Flrosplrorylstiorr c,f 1lig1l
rnobility group ilr,:t..jins by the calcium -p}iosp1,:,,,,J" i;,iC- ler,i,i.d,-j:,I
plotein Úirr""1i* arrr1 t}rc; ,:;rgIi.i Al,íP*delrcincienl pr',:i.:in };ila:. -

J. Biol. Chem.259:13,tt]I 13503,

195.Ramsdell,J.S,. an..l T;t, ,]r j an , A . FI . Jr .
/ 1 ontr \ - m]_,,f -, l,.. .- i l
\_JtJ..,/ !:rJ;,-,-,_l,y-_.

: Lib*raii,-rn cf
fr** c=]-,:j_,;,n j-r,

ic,r.on,i,,: ln ai:C

releas ing }torn,ln c etrd
prolactin sysrl Llres i s trl,
used by p}rorboL es; Ler::;:
depetrrlency and ardrJil,ivi*.]

]_96.RansOfil.T.T., I}iGiust cl,Ll_L., and Canrbier,J.C. (]_3B6) : 3il:gl-:
cell analysis,:f ca}ciutr, nrobilizatíon irr a::ti*irnnilrnc,gir';;]ir,-
stimulated B lymptr;-,r:yLe:; " J. Immunology ]-36: \4,r,7 ,

19?.Rasmussen,H.(19B1):Calcl.umandCAMPa3synarcttic
messengers. Wi1.*y & Sonl, }iY,

198.Rescl.r,K.,B.:luiIlilri,D.:i.::dCiensa,D.(i978):Theactil';..1''j-..-,riiil
Iympho,:ytes by tl,rt i,Jnol,,1to},e A23187. J, Immuno}. i:0: ]_514-

LJL\-l .

199.Hesch,I{., §chneid,=r,,{, arid §r,amel,M, (193i): |r,t5,_-',L,a"i,::r ,:
riglrt-side-crut i;ri,:rii,t:ij :;libfractir:n fr:,_',itr 1:r:_rif ier1 *,}';;'1i,,-,l;Ji:,-::'

plásrna membrarnes ,oy af f ilrity cl.irontat,:6,ra_1,}i;", Ci_i Cl;j]I]:1i],J,i;i1 _.:,

Á-Seplraro5e. Anal, Bioclr,em, 117: Z82"]?i,

2C0 . Rickard, J, E, eLrtrj Í,lret,c-,: l iri,r, P, ( 19B5 ) : I,;i,,],,-::i:,: t-l:;+- ;i,: ri, ]

ester interfer::*s ivitl,i ;;t,in,rul;rtecl Ca2r }.'t.:ij_:;';l-il,''-l'-i-,-,tl :,
activat.i.n§ Cai + uf f }r.,rx i lr 1iglr,!rc,ptrj.. 1 }.,'Lt]l.,:]i-',.,,'::: - BlOChem. J.
23]-: 623-6?B.

,npidermal grow1,-li f act,:il st !nl,i}aiz
"r pat}:way ( s ) tl:at dif f ers f l-,:::: t]:a'i
dissociation ,:f actj-,ins by cal ,:il-.:i
. Endocrynology ].i?: 2050-?CCr,

l



20 ]. . Rink, T.J. and Porznr:, T. ( 1SB5 ) :

sLlspen§ions. Cel1 Calcium 6: 13.3-144
Us irig

202.Roda,A., Hofman,A.]l. ,:rnd Mysels,I(.J. (19tlj): Tlie inf ]_i_ienc* r_if
bi}e salt structur:e í:)Il gelf .l55(]ciaticin i_n ,3.qt1.olr:r :,:,ir_iti,]i.:*=.
J. Bío1- Chem. 25B: 6362-6370.

20 3 . Rozengurrt, B. ( 19B5 ) : The nritogerric resll.Jnsü of cultur-ed 3T3
cells: integration of ea,rly signals ancl syrl|jr8i:tic eff,r,:is
in ar r-rnif ie,f f ranre:vrc,:-,k- rrr: Molecular mechanisms of plasrna-
membrane signalling (Eds: Coherr alrd IJousl ay) E}::evier i,,Ii, :

Aóó-AEr),abJ ,IJL.

20 4 . §abbah, M. , Redeui 11r , G
binding activity clf
protein (Mr 90,000 )

Biol. Chem . 262: B83]"

. , Secl-:o, and Par,r]_ia.r_r,E. -E. (i38?): Tite
.:}stroei€n receptor to D}.TA alrci ]r.;=t :]i,_,_-.1.
is dependent on recept-or-bc,i:rrd i:,]+u3.]_. J.

ó^Dr, OaJ.JL).

L-, _,:rii(,-,]-r-_.,
/'1 OiA \ P- j ,,: ,.
\ r ú J U / . l ! _ U - ::-

l ^- _: -- ---,. _,_
l. l'Y9rJ -r.a'-; -*!

,_;5t,.-l, ;:_j_l::_1
Acad. §ci. USA

205.Sahyoun,N., Wolf ,M., Bes,Lertnan,J., llliel',T-
LeVine, II. IIL, Clr.ang,Ii:.T. end Cua,trecasas,P.
}rinase C phosplroryl.al,e: topoi§on]erase T j:
activatiorr and its po::5ibl*: role in ph,orb,li
dif f erentiation of I,]L*6C cells.
83: 1603-1607,

Proc. Nat1.

206, Samelson,L.E. , Davidson,W.F, , Mor:se,II. C. TT1. ,eiC
KlaUsr:,er,B.D. (1987): At:norntal t},rosine ;rlrc,spholyl,_itl_c,ir on T-
ce11 receptor in 1ynrplropr:o1jf erative dj_sc.,rders Nature 3l4:
67 4-67 6 .

207.§ato,A., Bacon,F.E. and Cory,J.G. (1.984):
differential nec}r.irrisms of irr}ribitioir ,:f
reductase by specific irrlribitors of t}r,:
subunit, Adv. Enayme Resul, 22: 231*

a!!__,-l: - - !1LL1_1üie5 C,]l ::;-
r i ll,:, ri,,ic ]. e,_,, o- i ár:

ní,n }1e-Irú j, r',_::

20B,Scanlon,A.R., tr'ox,J,A., §,}re::Iine,P. ancl í.]r_r;rtrec;i!|r3,1.
( t9B6 ) : Insulirr.--stirrrr:la,t..:d lrydr<lLysis of a }lol.ei gli-,:,:,liplJ
generates modulators of ,:A}lP plrcrps}ro,1iest,er_,ase. §cience 23jj :

967 -97 2 .

209 . Scan}on, }í. , Willianrs , D.A.
insensitive form cf fula*2
1e-,:kocytes, assesntetrt arrd
Chem. 262: 630B--6312.

and Fay,F.í,. (i3|]?): A |_1,;,,l,

a5§öci;rted wi Llr polyill,l:,p]:'or:.r_iclear
accr,lrate íüÉra5rLt]_,€l)úii{, _ J. Bio1.

210.Schonhardt,T. end Ferbrrr,E. (

plrospl,ro} ipa,se A2 f ,roitr cy"t,l;s.:] tc,
o}eoy}-2-acetyl-glycr:r:oJ_ in serl-lln
Biochen, Biophys. Res. Commun. 14.í}:

21]. , Schwarta, §.H. ( 19B7 ) :

Nature 326: 738*733.

19B7) : T,r-irii:,]l,,,.:_r+._ul,. _?
n:enrbrelres ill ,ji-ic.,r,j. l,;- 1-
f r e e c r-l ]. l- u.l, -_r,-f l,n i.: r, c, ; l. --. ; r : .

nAo-n.7tr.t uJ l l L|.

Fugr-re i.n T- 1yrrip}lcjcytc li.r:,:, j:-i *- j _:_

212.§egal,J. and Ingbar,g.!]. (1.98fi): The effe,:t of t.r,y;,5
(_)1} tlr,e pIasma nrenrbrat-re bindir-rg arrd -t,:t,ir-.,ri cf
tr:iiodothyrosin.e irr rat t-lryntocytes. Endocrynology i
1868. ,

1n]_3a--:t_,í],:l í:, 1,..
1 ó . r\?,j.,.



"' 
Í§F;{!ri i+ii:i,I.,:*j:: 

clrtnran, A:|. arrd. Lic]:tman, M. A ( Lg..
Bi á i . -;rr ilí;, á,, líiTi;P "" i*: "il,iJ,'::rlÍ-'ifi:,ill 

; l# 3 3' j,,

214.§eki-guchí, K. , Tst:krrrl-,, Mt,li=r,iJ"r,:ir. (19dii}""'-,lY::,.?,9i'.:I(.: I(ikkawa,Ij.,1y _

5;ij§ : \ffi* .;, 
"*;l :: *:i : "j"#i,;,|; ;;;;;;ffii !, i ;;l ;:215,§lraPr":,|.N., 

_ _ Adan:s,B. :l. andArrtigen*specif i" --;..,];i'''""rrilf, 
^_ 

*r*O*_r]ruber, J.E. ( 1335 } .

"yt"ii.,=*i" 
-f 

;;;. .o,'=?" actÍvation_ result, -i.r 
_o., i nc.._*.,:.. i.crt_riii. J. rmnunol. -íá;,'ri'ro- 

33e1.216. §hoback, D,, Th.etcirer, J., LeombrlSJii;:'i;.j:"*s;i#'lr; i*;};íl§i;*;-u13,|i:""]! (i 38 -r ) :le para L}ryro i,3
217. Shinc,lrara, O. , Knec]r1actiorrs 

_.,í núo"ü.,i'"'-,'=:iY, ;;S §i".};í:i (13B5): Dif f ..r.-r 1 l,..
fi§lt;;:-;rlr,nái",]uti :,i "-niáiií*:";i;;i";í,fi5;:'; 

.

"u §r'}i;;;lr.,^ 1l9B3) : Asser;rily and reliabi].it,
measLrremIYSer' 5Y5 t,(jm wj t l,-á n""§iuirlrr, _..'i-ilia.i,="oJi. 

Y; 
i::,222 . -"'ent ' Acta Blochírn, ',í"ii]i! 

. e"!a-i"i .,-rlu.,u. 1 |i , ,rii:
219, -qitkovsky, M.V. , pastern.-l,-lr M ..Eisen,tt.i,t, ttőga j,'"i,:ilt;i.:']t,M.S., !"9:,.T.F., Ii]tin,J.R. 3:::fConcanava].ín' -;";á"oa',i"a j-' ion and Paril;i iná.*,'r.-risatic,n 

r-,€Proc. Nat].. A";l. Hi:"ö;o''í, :'i§i$_ iírTi";i3' i'" ri,"i"lr;,,:':220'Slater,J.|_., 
*Mildvar,*,S.. and Loeb,L.A. (1971)Polymera=.=. Bi""Ü",i."Biophy;.' R;;: Commun . ++,, ,rri1j i:: :)i],.,

221'Srnitn;§iÍ,,-- 
Warne_r,W. 

_ ari,,J Carchman,R.A. íl. Qtrqr .
p e r i t on e ; i "fi .. T:;i: 3: i :'"." i i ;i1; ff ',, 

^; 

; l 
= 

;; ii' " " 
i"' j. ..j; ;;=.

222, Snritlr, G. A.
."1-r9 uá.;;; '- Heske"',T:T., Metcirlfe,J.C., }ir=a,rlc,, T

]_1i-NMR'ái'|--o, 
(19sr)'_,Iirl.r,ac_elrrriJ" 

cat]r:ium ntea -,,g,iiEy,,-,,
usÁ eö,, ;irá j;i;i:," ] aj;,:-1],,;i'i 

"ri"i"iJ"= P"o*:.'d;Í:T;*:1É";:'
223 .lnith. K. A. .(7977 ):sensiti vity

1ymplrocytes
*rr5j-33l;i"";i;o , ._ _ 1.,:*dy, s. J. ati,J i4;,* -.-

§j;;I; ;;r-;i "; 
i r,:;;;i ::'' 

":., d "i, í 
" 
., :l i r. .;; 

r. 
:

'r 
n 

;.1;;f;;í; 'O ana Erarrt i gan , l] . L .pr.,ripr.Ji]. sPecif i c1, t,y ;i;es. Int. J. Biochem. 
*ie,

(1986):
proteirr

479--504.

}Í,:l 1e]:1]1aa j;:s_l . l._,kin.l-t ., - 
-,, ]r)^tr d l_a J . r.JtoC.lter, R. ,

i nc reasL-d
irexatriene
ntentbrane of

fr"3i:l;-l;;:l.::l ii,,l': _ . 
.,,,d ]]i,:]ii_,.,i. l], li"i tú" ir,.,.i;,,i=".] -i§*ii="*§il"iJ r-,l:o' 

;;;i;,; 
i

lllllncar} :lelrt_'.'L-,p}ri i.-- . FEBé il"tt .'i !r!,: 1 ?t . :r,: .

].,,ian.,
a|r

rJ r -,. J i.l ]]



226. stöhr,M. and Vogt*i3chader:.,M. ( 198CI ) : A rr*w di;,;,1 =iairri_ng
techni.lue f or sinrultar]eoLii; f low cytometric D}iA ar:aIYsis of
1iving and, dead cells. Acta Pattr. Microbiol. Scand. §ect_ A.
Suppl, No . 2T4,: 98-102.

22? _ §tubbs, Ch. D. an,j S,mit}r, A.D. ( 1984 ) : The modif icatiort *f
mammalian membr;rrre Fr:l_yurli:.]:ltllr,3ted fatty acid colnFo5iIic,rr itr
relation to mentbrarre f 1rrirJii,y and functiorr. Biochin. BioPhYs,
Acta 773: B9*137.

22B.§warüp,G., Coherr,S. 3,n,{ G;rrbers,D"L_ (19B2): 1nhibilicn cf
nrembretnephosphotyrosyl-i'fl"f.Lei'np}rosplr:..tasear.;iviti'tl;.
vanadate. Blochem. Biophys. Res. Commun. 1,07: 1i04-11l!],

229.Sr./aruP,G. Dasgrrp,Lar,J.D. iitrc] G:rrbers,r}.L. ( 193_r): Tyr,t,:ii_re
p::oteln ltinasé áctj.ví,ty c,1] rat spleen aird urther- Li:Érre;. J.
Bio1. Chem. 25B: l0?:41_*1-03,1?.

23O. Sweatt,J.I)_, Connol1y,Th.},1., Cragoe,E.J_ and Linbir:d, L,!,
( 19B6 ) : Evidence tlr;rt 5.,l /!1+ exchange regulal_es r_ec,;1_,i;r ,

mediated phosp}roliprise-A2 :r,_:tivation in l-iuirlarr. 1,,1,rL,=:1el= . J.
Biol. Chem. 261: 8667-B673.

231 . Szalay, L. and Darn janclvi,::ll, S. ( 1983 ) :

biolóeiában és az orvostudományban,
Br-rdapest.

232.Szamel,M., Somogyi,J., C,;,_r}tás, T. ancl Solyirr,::;",,F, (i?_1]) :

Effect of ouabairr (jj] nac]:r.rii|{.lIecLllaI syn,t,lr,:sis dur:ing *"iie c*li
cycle in miLogen s1_,irrlr_rl;t Led }rtrman 1ynip}rocy-i,85 . BiOChin.
Biophys. Acta 633: 347-3üC,

233.§zamel,M. Sc}rneicler,S. ;inc1 Resc}r,K. (19B1):
interrelationship }retwi:t.,n (}Icr* ,-,K4 ) -ATPase and
acyltransf erase irr tr,1:1sllj;i niembr:anes of nlli{,r--i§t;i
rabbit t}rymocy,Les. J, Biol. Chem. 256: 9128-920,i,

234. Szamel,M. , Goppr;]|,},!. .rn,.1 Resch,K. (19B5) . ChaL;:c+,erizaj_i;ir
of pLasma *embrorr" dunt;l_j:is ,-lf nou5e IrL4 lymP}:,:,ina c*]_is
obtained by aff ir-rity cltr:omatography orl Ci--,ncana. a}iir-A=
Sepharose. Blochirn. Blophys. Acta 82!: 479, 4B7,

235.Szamel,M., Goppelt*Strübe,},1., Bessler,W., }triesn:ii]_1,=r,!{_F]. ejlii
Resch, K. ( 19B7 ) : Sep;rrati,_rrL r:f plerstna niembl:,nc .-1orr,;,irls ,],i

c:ilf t},rymocytes by af f i rLity c}rrorriatc)ar3plly'- .)]i t:,;-:.,-]:á].:i

Scp}rarose. Blochim. Biophys. Act,a B99: ?!,7 ,?.rJT 
,

236.Ta]rai,Y., I(islrimc,,Lo,A., T,,,,.-tsa,Y.,I(ar,lahar-:t,Y., }1,:ri,T. ;:,,f
Nishizuka Y, (i979) : CaI,:ium-depeni-1,:rrt ,r,:Li,;a|-i,,i, i_,1

multifunctiona1 protein }.;iiiase by ulentbr;ii,.;, l-,hú:-li,l .,, 1l";,i,1.- - J.
Biol. Chem. 254: 303t,3E9r,

tumineszcencia a
^,l__.J-.,..i 

_,.i Tr, "llllauUl.r!gr -1_1;l3,-,



237.Takuwa,N., Takuwa,Y. _ ancl Rasmussen,!1. 8(1987): A |11pl|rüT

pronroter 12-o-teiradecar:cry1 p}rorbol:].3-;i,:ÉtaL* inc::easeg
cellular 1, á]di*./1§ly,;,;1,,r}' conl.",nt 1;hrough a iiie,:]rarlism ,ltiler
than pr,r"=pi."irro!iiiil" hy6ro}ysis in §,*is5-nTc,Ll5ü 3T]
fibroblásts" Blochem.J. 24j: 647-653,

23B_Tandon,N.N, Daviclsorr, L. A. an, Titus,!l.D. ( 1983) : C}tange:,; j_n

(Na+ +K+ ) -A,ipase activity associated _wltir ^stimurlat,i,;r, 
,:I

t,hymocytes by Concan.etv;rlirr A. J. Biol. Chen. 258: 9850..9§55,

239.Trotter,J., Flesch,I., Sc}rmidt,B. ;rnd Ferber,E, (i
AcyItransferase*cartalyserf cleavage of ar:aclridc,t:ic acic
pl:osp}rolipid.s and tretr,sfer tr: lysophosp}ratides iri l_yrnpl;c

and, macr"pl_,áá"=. J. Biol. Chen. ?,57 1B16=1B23.

240 . Tsien, R. Y. ( 19BCl ) : Ncw calciunr indicators arrtj, buf f er-: -;,:t]:

hieh selectivity aga ins,t malgnesium ;rnd prl-)LcIlS : ]l:= i ú:_,

syithesis arrcl pr:,;1:er:ties of pro1,c)t,ype strlrcf;Lilts.
Biochemistry 19: 239C,?4a4,

241.Tsien,R.Y. (19s1): A nün-,1isrr_rptive Lr=chnique: f or ]:,,3ilJ
,-;:ilcium bufferr.; ..irc1 indic,_,Lc,rs inlc, cells, Nature ?,3C: 5:?-
- 528.

242.Tsien,R.Y., Pozear.,T,. ancj Rin}t,T,J, (19€j2/a) :,

cause *'"íy ctrarrg.-'s' itr ,:ytoplasrnic fr,:", (:

potential i; T 1yr,,plic,cytr,-::,r, Nature 295: 6B -.71

243.Tsien,R.Y',Pozran,T.;rndRink,T.J.(L932ib):(]elcir-li:ljr,:meostasís in intact 1.ynrptrocytes_. cytoplasn:ic f ree la]ci"uir:
llr,,,nitored witlr a ,,uo*, i.rrlr,aceLLularIy trapped f luc,r-*scen';
indicator_ J. Cel1 B1o1, a,,}4: 325-334,

244 . Tung, H. Y. L. ( 1987 ) : lhosp}iorylation clf Llle ca]_lr"jcu] i_r,*

d,ependerrt-phospúatr,i.: by ;,r:oiein kinase C_ Biochem. Blophys,
Rei. Commun. 13B: 78:]-7B;l

245.Utsunomiya,N., Tsuboi,i{. and Na]rarrisl:i,!,1. (133C) : l:,r,l;_
transmembrane event.s i ,, aL].oimmune cytot,*)xi_c T_ 1_1,il,;,i,;ci,+_=

actívation a5 r€jveale,J ],:1, stopped-f 1oi,l f lr:,,,r:r,,il,r-Lr},, Proc,
Natl. Acad. SCi- üSA 83: 7877-1BB0,

246.Vaccarino,F_, Glri,ic,tt,i,A. 3r..1 Costa,E- (1937) : carrBf
inhibition <rf glutsmat{,t: _mediated protein kinase C

}ocation in primar:y cr_r_l.tr_lre5 of cerebeilar i)el-irún§,
Nat].. Acad. Sci. ü3A 84: 87L]7*B711 .

24?,Vallee,B.L. and Gibsr:n,,J_G. IT (194B): Tl:e,:: j,ric c,_,:lt*:-,", ,_,j

normal human vllrolc blood, pl-asni;i, l,,:t.i':r:,c!'t;: :l-:
erythrocytes. J. Biol. Chem, 176: 445-457,

24B. van Belle,FI. ( 1981) : R24571: ,3 Pi-'L('ll|. iri}'rib.l'-lr' ':'Í
calmodulin*actíval,rrr] en3yme§, Ce11 §aclium !: iiZ3 ,i'.]4,

249.van Patten,§.l,{,, I]..,,i,::;ertnartrr,G,J,, Clrr::rr8,!],,C, ;ll,i,_l ,rT;,!:,lr,rl , á,

( 1987 ) : Tyrc,sir:* t 1i""u"' c*i*ly=".1 p}-r,:,1,i11,1,3,]_ _r," i :, ;l:-__

inactivaLion of tlLo,,, irilribit c,r prot,ci_n c,f L},r,:, rAl,i| ,i,,,1":ll,_i,::i1_

prote,ir, t i**r,.. J. Blo1. Chen . 2B2: 333:,j rllrai: .

OQó\

f l,:n
- --+ , -
: J ,t, J

T,-,--l l alj',,-,:-T-=
t .-v,Jf _lJ_--e-

a arrd tleiibr.ane

+r-1i=-

Proe.



250.van Rig,A.M.
in: Siege1,
Dekker, New

255.Wedner,H.J. (1984):
lymphocyte act ivat i c_;rr

and Pc,rie:;,W.J. (19B0): Zinc ancl tit::ior §rcrilLi:..H. (ed.) Metal ions in Blological Systems, liarcelYork, Vol. t0: 2a7-25t.

251-Waller,R.L., Brattirr,W.J. ancJ Dearborn,D.§. (1984) : Cytosoli,:
f ree calciutm cotlc(:}I}-trat ion and intyacel }urlar ca]_,;iilndistributi9n in 1ymplictcytes f rom cystic f ibrosis patie:-:tg.tife §cl. 35: 775-7aL,

252.Wang,P., Toy,:shim;,r,A. ;rnrl Tsawa,T. (19B6): Part.le]_
Purification ancl c}rar.,;rcterisation of nrembrane-bound ,ericj
cYtosolic Phophatidy.l_irrositcll specifíc phosplrolipasr:s C f::t,n
nrutrine thymocytes. J. Bíochem. tÓO: 101S,- rOei.

253.Ward,D.M. and Kaplarr,J. ( 19B6) : Mitogerric -1gents ir.lCu,:e
ledistribution of transfer:r:in receptors from iril-erna1 l:,.!,.]_5
to the cell surf ace. Biochem J. 238: 727-.7?8 .

254.Ware,J.A., Johnson,P.C., Smitlr,M. and Salznal-t,E.W. (1385) :

Aequorin detects in,:reased cytoplasmic ceilciurn iir pl_ate tt;stimulated wit}i phor:lrol ester íJr. diacyl-"gIyce:,,;1. Blochem.Btophys. Res. Comnun. 133: 98-104.

256.Weinberger,C., Th(Jmp§on,C.C., Ong,B.S., Lebo,R,-, G::u,-,1,1..T.and Evarrs,R.M. (19t'6): Tlre c*e.rb*A 8;(3ne encr_.,Jes f +,)_yrti,J,
hormone receptor. Nature 324: 640-646.

257.Weinberger,J. and Bass,G" (19B6): Tyro:;ine pl.iilsplicryl.al*,i,:.;; cfa 66, 000 |'{r s,:1urlll,; 1:r.:tei,n írr 1ectir:]activate,l }iuii-,irj:peripheral blo,:r:i T lynrplrocyt,es. J. Immunol. 136: 42?E*4331.

25B.l'/eiel,J.E., Adarns,D.O. and llamiLton,T.A. (1985) : Eic,c]r.:nic:ir:lodels of gamma-in,t,e.rfer:or:, action aitered *](l)re5sic,r, oftransferrin receptr:r:i of nrlrrirre peri"bone;l]. .macrolr]-rog*= =fiertreatment ín vitro vli.t}r P}.íA or A231B?. J. Iurmuno1. 1l+, 393-
-298.

260.Weíss,M.J., Dal,ey,J.F,, Ilogdon,J.C.
(L984/b) : Calcium dep.jndency c.,f antigerr-alternative (T11) pat}rways of }rumarr T ,:*.]-
Natl. Acad. Sci. U§A Bt: 6836-6S40,

261.Weiss,A. , Inrboden,J, I1ardy,K. , Manger, N. ,Stobo,J, (1986): Ttr,: role of the T3/arft,igrn
in T-cel1 activation. Ann. Rev. rmmunol. 4:

Bioclrernical events associated -.;:ijr
Surv. Immunol. Bes. 3: 295-3C].

r 1,1 oQ/ /- \V. \ r,J!,a/ a)
ac t ivat ion _

: * _.,,+ _-1,
. l! !J !:J!i it

/ 1 
^^{+líJlJ-í}LlJ_

, 
l-, - é._ *.

J 
-.L-. L. 1 , -4

25S.Weiss,A., Imborlen, J., Shoback,D. ancl §tr:>bo,of T3 surface mo]-ecu]-es in human T cei}
dependent activatior: results in an increase
free calcium. Proc, Natt. Acad. Sci. USA 81:

'| 'j

§I!.!r a

al:,d I,,ir,l .,:i,J,l. i,,
sp,j(]ifl _ (T3-Ti ) at_j
i a.,] t i,,,.-. t i,- :. . Proc .

/



262 o.erti,l|lil,u lli:ili,=*n'íi.'i,,::'r_ l}:';;}tt:;:i: i'iáphospi:otr1 >romotlon (Bds.: ;J.t'l.._:;

3t**l'i1,rilt"l"fr?inii;'";;üi-, Bost,", Fp, : 1 J - -*,1

263.víhite}rouse,E,C., .p::asad",A,S,, T1!|*"',P,J,,""9,,,Cossac},:,7,:,,
(1982) : -l;;; irr ni;;;" ,r",.tr"pirir=, }yntplr;c,''-e: -l--'

erythrocytesa5.á;;;;rnined^';;.flarrlc}esse'.-C,fll.]
spectropr,lii,n"t,i, cli;: 

"Ót,a*, 
28 " 47 5-4B0,

26,1.!{hitfield,J.F.,YaicMarrus,J.P.P,,d-giL}arr,D.J.(19?3):C.]:.;:'.
i;ffiil3;ti"r:|*ri::#it""ti=l #o;i"iiHl".l:Í1' ;'iitt
iírY'=i"r , 82: 151- 150,

265.Whitfield,J.F.,-^F.,Y,rton,A.L.,-M??M.,,lrs,J.F-.,sikor.s}..a,}.1.*..:.;
Tsang, B. il]- 

.i 
iózg l , ,il;,"rJe,]r;tr"i""i 'cell' prolif e]:at-ir:rl l'-

ca}cium i;a l""ri" nui'.-uoi.,cérr, 
'irá,uá*, z7 , i55_i[: "

266.Whitlley,B.B. ald Sutherland,R.M. (19?i) : Req'-rir'':tt!''" - 
j:'

calcium."io,,uirrr""*ú""vte.tran=}.,i**tio*^1tinr..ia,rrij:;
phytohem"ási*"irir,. i,],,ö;ií . 

-Physioi , sc : 329 ,33? ,

' 
*' 

§: ;t; ::ili tl!, .t l!: : l,iti :*jtiTi#:li:ir:,"; "iii* ;"' *t,.'
Ó and membr!|r: 1:=:,:
rnsá r,"ii, 19o : 5{j - 54 ,

- 
,t]

368 . Wo]-f ,* :* ,iT;;; ,,,^\\4n1,,u"l*il;-rÍri:;;rl:iii:"ii];:] "*"i',
Salryouni_ ._ ].irrl*.tr C involvirrg ;;;;:;i;ni Lu,u,,t*en Ci,l*,,],;,

;f,,",fl:í"::l",:'ii;i;,", sir 
: 546-551

269 .wolf ,}4. , cuatr,:casas,p. . i:d ?11]1",rr,,l 
. ( l::1i') ' .1";:.'"-i.: ,

of proi"in kinese 
- -ó 

witlr membLane is reg_ilaLco, ,.;i_ -*

phoruoi";;;*r];- an,1 ATi _ 

"il--gror, Cherr, 36c: i57]:_]_ _,_, i __,

2?0.Wo}ff,I].P.(1956):'Untersuc}rungenzL}I'Fatu;,iii,s-:|:;-+j
Zinlistoifwech,,el,,. xii".-tlo"t,*""*t,,, 34: 409,418,

1 ,_* _ ,

2?1 . Wotf !?n, M:., Y"|"i:,}il.?r! "T:t;tl'ii]ái"T-: ::ir,i'iiii,i'i-,,'- - (1985): P}rorbol my

proteln xir.,"". c ir,'i*,no, ,r*ot"oii,iT"i 
"-;,:i"" 

j: =ir;;;;, ., ,:
activation of tlre ,*upi"tory burst €:1i33*inrr, t

2a57-za62 f_r:__,

2?2.Woodgett,J "R: .,1d lIunter,T],. 
r,,,i},3u],i' r,r_i;r, 

-"i,,;,=

.t .r"iuiisati,:n ^^,:f 
two dist,incr, i (,- l rlrJ ! _

J. giáí]'&;: --iaz: 4B36_4843,

2?3.Wu,Vl.,Pahlar'ln1..}l.,Ric}rardson,A..",.;l|L-.:ir:.Í,i,,..T,...i.
Bf f eci of *1,t11oIi,l" 

- á"a *s*';,-," lytnl,'r;,,,,_:J,,--e i l",l _i":,::

inilrrcád by A23 1 B? lr.,i"*ei .rr .Trrtlrr""i.ir:-' 
ll''d';-''i']-;-"' r':it'l"''

J, r,*Íi"ái,t"-Si"r, 3B: 531-540,

2?4,Yar:om,R, , 11"11,, 
Tlr, A, *ld 

, 
Polliar,:1r, A_ l l-|1?C ) : Ii: _1

nricroicopL_c X_r:au i"i",oo,aív=i=''oit"o,*"i ,;trici 
] e,.,l]i,:t,,!,] ]",

ly*mphocyl"u-Proc...'i;ii:..Á;;á.#i.',úáÁi:..."'0!C-?e?:'.

/



275-Yeh,E.T.H. , Reiser,H. , Daley,J. arrd ock,K. L. (1937):Stimulation of T cell,s vj.a the TAP molecule, a member in afamily of activating proteins encoded in the;Ly-6 lc,cus. J.Innunol. 138: 91-97.

2?6-Young,s.; Farker,P.J., Ullrich,A. and Stabel,§. (1987): Down-regulation of protein kinase c is due to a}1 increased, rate ofdegradation. Biochen. J. 244: 775-779.

/


