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1. BEVEZETES

A szervezet immunrendszere rendkiviil sokféle sejt miukodésének
egymésraépﬁlésével fejti ki hatéasat. AT (timusz eredetil) limfo-
citak a sejtes, 2 B (burza eredetil) 1imfocitak pedig a humoralis
immunvalasz kialakitaséaban vesznek részt.

Amennyiben a szervezetet fertBzés éri, azaz a véraramban ide-
gen (vagy az immunrendszer altal jdegennek nindsitett) anyagok,
antigének jelennek meg, az immunrendszer aktivaldédéasa kovetkezik
be. Sejtbiolégiai szempontbol ennek az aktivalédasnak az elsd
szakasza a sejtdifferenciélédés rendkiviil joé példéjénak tekinthe-
+% 7T limfocitak esetén e sejtdifferenciélédési szakasz masodik
részében jénéhany sejtfelszini receptor (pl. interleukin-2 recep-
tor, transzferrin receptor, stbh.) szamanak jelentBs novekedése
figyelhetg meg. E receptorok és a hozzajuk k5t8d8 anyagok (inter-
leukin-2, transzferrin, stb.) nélkﬁlézhetetlenek a T limfocitak
aktivacidéjéhoz. Az aktivalédas kﬁvetkezg szakaszaban a differen-
cialddott sejtek rohamos osztédasa k5vetkezik be. A sejtek oszto-
dasat megelgzg 1épésként az RNS és DNG szintézilse, illetve az
ehhez szikséges prekurzorok (uridin, timidin) fokozott felvétele
tapasztalhato. frtekezésem tArgykore csak a 7T limfocitéak aktiva-
cidjénak kezdeti, azaz az emlitett sejtfelszini receptorok, pl

-

interleukin-2 receptor megjelenését megelgzg 1épéseire terjed ki

A sejtek aktivélédéséna% biokémiai mechanizmusa szamos elemé
ben igen hasonld a ki1ldnbdz0 sejttipusok esetén. Jonéhany jelat

viteli rendszer, igy: a kiil6nbd20 jonoknak a sejten beliil mérhet
koncentracidja, +5bb lipidnek a se jtmembranban el8forduldc meny
nyisége, jlletve szamos fehérje kinaz aktivitasa hasonldképpe
valtozik az egyes sejttipusok aktivaldédasa soran. Mégis, az akti
valédas eredményeként a sejtek er8tel jes Q;ﬁferenciélédésa fi
gyelhetg meg. Ennek a nagymértékﬁ hasonlésagnak &s mégis kulor
b5z0ségnek a magyarazata egyelgre ismeretlen. Szamos kutatocsd
port keresi azt a lépést (fehérjefoszforilécié, génkifejezﬁdé
stb.), amely az adott sejtet immar megfordithatatlanul elkdtele:
a sejtdifferenciélédés egyik, vagy masik iranyaba. Ugyanakke
legaldbb ilyen valésziniiséggel elképzelhetg az is, hogy mind
kitiintetett 1épés nélkiil a kiilénbdzd jelatviteli rendszerek b
nyolult kdlcsdnhatasa az, amelyik megszabja a sejtdifferenciéc

atvonalat.




— . Ly, o T SR CLUSZEY aKtlvalodasanak
mechanizmusat mas-m oldalrdl kdzelitik meg. Az immunolégia
) ejtek kdlcsénhatasat és az egyes sejtfelszini recepto-
rokat vizsgalja. A molekuléris bioldgia az aktivalsddas SOrén be-
kdvetkezd génkifejez8dés szabalyszeriiségeit és mechanizmusat ku-
tatja. A jelatvitelij mechanizmusok kutatisaval foglalkozd bioké-
mikusok e két folyamatsorozat kézdtti lancszemeket igyekeznek
felderiteni. A legutébbi évek kutatiasai SOoran szamos attsrd ered-
mény sziiletett az egyes immun-receptorok szerkezetének és bioké-
miai miikdédésének a megismerésében, megértésében. Ugyanakkor a
biokémikusok altal felderitett jelatviteli folyamatok és a génki-
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Bar a jelatviteli rendszerek egyikének-masikanak elkiilonitett ak-
tivalasaval egy-egy fehérje szintézise szelektiven el8segithet
volt, bizonyosra vehetd, hogy a génkife jez8dés in vivo a jelatvi-

teli rendszerek kdlcsénhatiasanak eredményeként valdsul meg.

A limfocitak aktivaciéja soran szamos egy és kétértékid kation
(igy pl.: Nat, H+, Ca2+) sejten beliili szabad koncentricidja
megvaltozik (1d. 2.1.2. fejezet). E folyamatokrdl valdé tudésunk
azonban koradntsem nevezhet® lezartnak. Sem az ionkoncentracidk
valtozdsainak szertedgazé hatasa nem tisztdzédott még kell8kép-
pen, sem a felsorolt ionok listaja nem tekinthet& tel jesnek.

A cink ionok részvételét a limfocitéak aktivacidjéban mar a
hetvenes évek elején felismerték (Alford, 1870). A cink ionok
szerepe szamos fehérje DNS-hez vald kétédésében feltételezett,
illetve bizonyitott (Berg, 1986/a-b; Sabbah és mtsai, 1987). A
DNS, RNS szintézisben résztvevd enzimek k&ziil jénéhdny (DNS-,
RNS-polimerdz, +timidin kindz, stb.) cinket tartalmaz. A cink ion
Jelenléte szamos esetben agz enzim aktivitiasahoz nélkilézhetetlen-
nek bizonyult (Slater és mtsai, 1971; Yarom és mtsai, 1976). Igy
a cink ionok mennyiségében, koncentracidjaban bekdvetkez6 valto-
zdsok hatast gyakorolhatnak a génkife jezOdés sebességére és spe-
cificitasara.

A fentiek alapjan az egyes jelatviteli rendszerek kdles8nhata-
sainak pontosabb ismerete elengedhetetlennek ténik az immun-
rendszer mﬁkadésének, illetve a sejtdifferenciilédasi folyamatok-
nak a mélyebb megismeréséhesz . Kiilénss JelentOségre tehetnek szert
azok a kutatasok, amelyek az eddig ismert jeldtviteli rendszerek
kapcsolatat egy olyan szempontbél vizsgaljdk, amely elvezethet a
génkifejez8dés szabalyozasanak pontosabb megértéséhez is.




2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. AT limfocitak aktivacibéjanak kezdeti lépései

A T limfocitak aktivacidéja a T sejt receptor, illetve az
Gjabban felfedezett, alternativ aktivacidés utakat jelentd recep-
torok kozvetitésével valésul meg. A receptorok aktivalédasa val-
tozasokat okoz a sejten beliili ionkoncentriacidkban, a plazma-
membran lipidSsszetételében és széamos fehérje kinidz miksdésiében.
Az alabbiakban e viltozasok r&vid ismertetése kdvetkezik.

2.1.1. Receptorok és receptorkdtstt folyamatok

A T limfocitak tulajdonképpen a "szervezet kardcsonyfajanak"
tekinthet8k. Kis talzassal azt mondhatjuk, hogy kevés olyan hor-
mon, vagy més, sejtkdzdtti hatdanyag akad, amelyr8l sikeriilt azt
bebizonyitani, hogy a T limfocita nem tartalmaz ra specifikus
receptort (ld. 1. tablazat).

A T sejt receptor és a CD2 alternativ aktivacids at

A T limfocitdk immun-miikSdése szempont jabdél azonban azok a
receptorok a legfontosabbak, amelyek aktivaliasa a limfocita egé-
szének az aktivalédasat vonja maga utadn. Jelenlegi ismereteink
szerint a T limfocitdk aktivalédasa alapvetlen két tton kévetkez-
het be: a CD3 (T3-Ti, egér esetén: T sejt receptor, TCR) recepto-
ron és a CD2 (T11, Leu-5, E receptor, egér esetén: Thy-1) recep-
toron keresztiil (Parnes, 1987). A T limfocitak aktivacids utainak
a szama az utébbi id8kben tovabb gyarapodott. Yeh és mtsai (1987)
egér T limfocitak esetén egy harmadik aktivacidés utat fedeztek
fel, amely egy, a Ly-68 génhez tartozdé, 10-12 kD molekulatdmegi
fehérje kézremiksdésével valdsul meg. Egy ajabb aktivacids dtra
mutathatnak ra Fleischer (1987) adatai, amelyek egy 103 kD mole-
kulatomegl fehérjér8l bizonyitottak be, hogy a human limfocitak
aktivacidjanak kiindulépontjéul szolgalhat.

A CD3 receptor, vagy mas néven humin T sejt receptor &6t fe-
hérje alegységb6l &11. A receptor a és @3 alegysége az antigén-
prezentald sejt (makrofag) felszinén lévd MHC-antigén komplex ko&-
tésére szolgdl. Az o és f3 alegység génjei az immunoglobulinok
nagy géncsaladjaba tartoznak, igy mindkét alegység egy-egy allan-
dé és valtozd részbll tevldik Bssze. A humén T sejt receptort al-
koté harom tovabbi alegység az el8z8 40-45 kD molekulatémegli fe-
hérjéknél kisebb: a x 6 és ¢ alegységek molekulatBmege rendre
25, 20 és 20 kD. Az « és B alegységet diszulfid-hidak, a B és
alegységet pedig er8s hidroféb k&lesdnhatisok tartjdk Ossze
(Parnes, 1987).

Az egér T sejt receptor esetén az a és B alegység mellett nem
6t, hanem hét médsik alegység talalhatd: a 26 kD 86, a 25 kD € al-
egység, a humén ¥ alegység homolégjdnak szamitd 21 kD molekulats-
megli glikozilalt alegység, egy nem glikozilélt}2l kD &ssztdmegll
dimer és egy 16 kD homodimer (S5amelson és mtsai, 1986).
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1. tablazat

AT limfocitdk sejtksdzstti hatéanyagokra specifikus receptorai

(példak)

Receptor Irodalmi hivatkozis
CD3 (T sejt receptor) Parnes, 1987
CD2 (alternativ aktivalas) Milanese és mtsai, 1986
CD8 (MHC I specifikus) Parnes, 1987
CD4 (MHC II specifikus) Parnes, 1987
interleukin 1 Dower és Urdal, 18987
interleukin 2 Greene és Leonard, 1986
CD9 (transzferrin) Larrick és Cresswell, 1979
inzulin Helderman, 1984
glikokortikoid hormon Smith és mtsai, 1977
tiroid hormon Segal és Ingbar, 1986
androgén receptor Kovacs és Olsen, 1987
opiat receptor Puppo és mtsal, 1985
szomatosztatin Mascardo és mtsai, 1984
"substance P" Payan és mtsai, 1983
vérlemezke-aktivald faktor Patrignani és mtsai, 1987
lipoprotein Curtiss és Edgington, 1978

A limfocita-aktivacid alternativ atjat jelenté CD2 receptor
egy 50 kD molekulatdmegi, egylanca glikoprotein, amely koradbban a
birka-vdrdsvértest rozettat képz8 receptoraként volt ismeretes. E
receptoron keresztiil a T limfocitdk nem antigén specifikus akti-
valédsa valdésithatd meg. Az aktivalis eredményeként a sejtfelszini
CD2 receptorok mennyisége B-T-szeresére nS. A CD2 és a CD3 recep-
tor kézeli kSlcsdnhatisban allhat egymassal, hiszen a CD3 recep-
tor ellen termeltetett monoklondlis antitestek egy része Lképes
megakadalyozni a CD2 aktivalasat (Parnes, 1987). Ugyanakkor
Milanese és mtsai (1986) a T limfocitdk CD3 receptoron keresztiil
t3rténd (antigén specifikus) aktivacidéja soran egy olyan fehérje
eleresztését figyelték meg, amely a CD2 recptor nem antigén spe-
cifikus aktivacidjihoz vezetett . Igy a CD2 receptoron keresztiil
megvalésuld aktivacids Gt az antigén specifikus aktivacidét fele-

T J . .
rositdo mechanizmus is lehet .

Az antigén-specifikus aktivacid soran az antigén agretop-javal
az antigén-prezentald sejten talalhaté MHC I, vagy II komplexhez,
epitop-javal pedig a T sejt receptorhoz k&t (Schwartz, 1987). Az
antigén-prezentild sejt és a T limfocita ké6z5tt még egy "hid" te-
remt kapcsolatot, amely az MHC komplex és a T limfocitan 13v& CD4
(egér esetén: L3T4), illetve CD8 (egér esetén: Lyt-2,3) antigén
koz6tt létesiil. Az MHC I komplex kdtésére a CD8, az MHC II tipusa
komplex Lkotésére pedig a CD4 sejtfelszini antigén képes (1d. 1.
abra). A CD4 antigénnel rendelkez T limfocitik 4ltaliban
"helper", a CD8 antigénnel rendelkezdelk pedig citotoxikus sajat-
saghak. A CD4 antigén kutatisa a kbzelmaltban szomord aktualitast
nyert, hiszen e molekuldt tartjik az AIDS-t okozd HTLV-I1I virus
(egyik) receptoranak (Parnes, 1987).




MHC-I .
Mt I\ antigén _
v prezentalo sejt

" a: agretop
e =epitop

R = T sejt recepton

1. &bra A T limfocitdk és az antigén prezentalsd sejtek
k8lcs8nhatésai

Breitmeyer, 1987; Parnes, 1987, valamint Schwartz,
nyoman.

A T limfocitak aktivalasanak igen gyakran alkalmazott eszkizei
a mitogén hatasa lektinek, a Concanavalin A és a PHA. Az elmalt
években e lektinekrdl sorra bebizonyosodott, hogy a T sejt recep-
torral valé asszociacidra képesek, igy elképzelhetd, hogy hatéa-
sukat (legalabbis részben) az elgzgekben ismertetett aktivacids
Gton fejtik ki (Sitkovsky és mtsai, 1984; Chilson és mtsai,
1984).

A receptorhoz szorosan kst84ds Jelatviteli folyamatok

Mind a CD2, mind a CD3 receptor aktivalédasat a sejten belili

Ca2+ koncentracid nﬁve%edése kiséri. Igaz ugyan, hogy e koncent-
racidéndvekedés jelentds része a sejten beliili CaZ+-raktarakbsél
szarmazik (Imboden és mtsai, 1887; valamint 2.1.92. fejezet), de

Szamos szerzd a receptorhoz kotstt Ca2+-csatorna 1étét is felté-
telezi (Parnes, 1987).

Az aktivalédas kovetkezményeként a CD3 receptor tobbrendbeli
foszforilacidja zajlik le. A human receptor ¥ és 6 alegységét
fehérje kinaz C enzim foszforilal ja (Parnes, 1987). Az egér
sejt receptor glikozilalt 21 kD alegysége szerin oldallancokon,
nem glikozilalt 21 kD heterodimer pedig +tirozin oldallancokon
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foszforilalédik az aktivicié hatasara (Samelson és mtsai, 19886).
E foszforiliciés lépések kﬁvetkezményei, funkcidja ma még nem
tisztizott.

A CD3 receptor a leghjabb kutatidsok szerint (Cockroft, 1987;
Mustelin, 1987) egy GTP-k&td fehérjével all s5zoros kolcsdnhatas-
ban. A receptor aktivalédésat kovetfen a fehérjéhez kotstt GDP
GTP-re cserélodik, a GTP-k&td fehérje a alegysége a B-¥ dimerrél
levalik és aktivalja a foszfatidil-inozitol (illetve foszfatidil-
inozitol—bisz—foszfét, PIP2) specifikus foszfodiészterazt. A
foszfodiészterdz a PIPz-t inozitol-triszfoszfatra (IP3) és dia-




cil-glicerolra hasitja. Az IP2 az endoplazmas retikulumbol Caz2+-
ot szabadit fel; a diacil-glicerol pedig a fehérje kindz C akti-
valasaban jatszik szerepet (1d. 2.1.2.-2.1.4. fejezet). A CD3
receptorhoz kotstt GTP-ksét8 fehérje kildnbszik az adeniladt cik-
lazt szabalyozd, illetve a retina sejtjeiben megtalalhatd, vala-
mint az inzulin receptorral asszocialt GTP-k5t8 fehérjéktdl
(Cockroft, 1987).

A GTP-k6td fehérjék regulicidéjaban is szamos foszforildcids lé-
pés jatszik szerepet. A fehérje kindz C a gatld hatasd GTP-k&td
fehérje a alegységének foszforilalasaval e fehérje hatdsanak a
megszintetésére képes (Bauer és Jakobs, 1886); az inzulin recep-
tor aktivalasa pedig az a alegység tirozin-foszforildcidjahoz ve-
zet (0’ Brien és mtsai, 1987). E foszforilacids lépések funkcid-
janak és jelentgségének a feltarasa is a legutdbbi idgkben kezd&-
dott meg.

2.1.2. Az ionkoncentréciék valtozésai a T limfocitdk aktivécidja
soréan

A limfocitédk aktivéacidéjat a sejtmembranon keresztiili Na* és K+
fluxusok igen erSteljes noévekedése kiséri (Szamel és mtsai, 1983
és az ott idézett kdzlemények). A Nat bedramlasénak az elsS8dleges
oka a Nat+/H+-csere rendszer aktivaldédasa, amely a fehérje kinaz C
4ltali foszforilacidra vezethet® vissza (Isakov és mtsai, 1986).

A K+ ionok fluxusanak ndvekedését egyesek a Nat-K+-ATPaz enzim
aktivaldédasa kovetkezményének tartjdk (Tandon és mtsai, 1983
valamint az ott idézett kézlemények). Szamos szerz8 szerint az
enzim aktivalédasa azonban csak masodlagos jelenség, amely a
Nat+ /H+-csere rendszer aktivalédasabsl fakad (Macara, 1985). A
Nat /Ht -csere rendszer miik5dését8l az enzim aktivalédasa limfoci-
tadkban filiggetlen lehet, hiszen a Nat/H*-csereét aktivald forbol
észterrel (Isakov és mtsai, 1986) a Nat-K+-ATPaz enzim aktivacid-
ja nem valthaté ki (Kovecses,M., Csermely,P., Szamel,M. és Somo-
gyi,J. kdzlemény elokésziiletben).

A laboratériumunkban folyd korabbi kutatasok eredményei sze-
rint ugyanakkor a Nat-K+-ATP&z a Concanavalin A mitogén-recep-
torral szoros k&dlcsdnhatasban a4ll. Ezt igazolja egyttt vald izo-
lalhatésaguk kiildnboz8 affinitas-kromatografias el jarasok segit-
ségével, valamint az a tény, hogy a limfocitak stimulacidja a
Na+-K+-ATPaz szelektiv gatlébszerével, a ouabainnal gétolhatd
(Szamel és mtsai, 1980, 1981, 1985, 1987). Igy a Nat-K+-ATPaz
enzim aktivacidja a receptor aktivadlédaséanak kozvetlen kovetkez-
ménye lehet.

A Na* ionok sejten beliili koncentracidéjat befolyésold ellenté-
tes hatasok miatt (bearamlas a Nat /Ht-csere rendszeren keresztil
és kipumpédlds az aktivalt Nat-pumpaval) sokaig vitatott volt,
hogy ténylegesen valtozik-e ez a koncentracié a limfocitak akti-
vaciéja soran (Szamel és mtsai, 1981). A Nat koncentracidjanak
megvaltozadsat a membrinpotencial vadltozasa kell, hogy kisérje. A
membranpotencidlnak a limfocitdk aktivaciéja soran bekdvetkezd
valtozasairdl ellentmondasos adatok lattak napvilagot: a kiilonbd-
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reszcens, Nat* szelektiv indikator segitségével vizsgaltak. Ezze%
az Qj moédszerrel a sejten beliili Na+ koncentracidé egyértelmil

ndvekedését mutattak ki a limfocitak aktividcidéja soradan (R.T.
Hesketh, személyes ktzlés).

A T limfocitédk aktivaciéja soradn a Nat/H*-csere rendszer akti-
vacidja zajlik le. Ez a sejten beliili pH megndvekedéséhez vezet.
A ntvekedés mértéke kb. 0.1-0.15 pPH egység (Isakov és mtsai,
13986).

Jelenlegi +tudasunk birtokdban nehéz valaszt adni arra a kér-
désre, hogy az e%yértékﬁ kationok koncentraciéjanak az aktiviacid
soradn bekdvetkezd valtozasa a limfocitak aktivacidjdnak szik-
séges feltétele, vagy csak kisérd Jelensége. Az a tény, hogy a
limfocita-aktivacié mind a Na+ /H* -csere rendszer inhibitoréaval,
az amiloriddal, mind a Na+-K+-ATPaz inhibitoraval, a ouabainnal
gatolhaté (Macara, 1985; Szamel és mtsai, 1980), arra utal, hogy
az ionkoncentrécidk megvaltozasa szikséges feltétel. Ugyanakkor
az amiloridrél bebizonyosodott, hogy a Nat*/H*-csere rendszernek
tavolrdl sem szelektiv gatlészere (Macara, 1985); a ouabain pedig
a limfocitédk stimuldcidjat egy nagysagrenddel kisebb koncentra-
ciéban képes gatolni annal a koncentraciénal, amennyi a Na+-K+-
ATPaz enzim gatliasiahoz sziikséges nyugvd sejtek esetén (Szamel é&s
mtsai, 1981).

Cazi

Megbizhaté médszerek hianyaban a limfocitdk intracelluléaris
Caz+ koncentracidjanak meghatdrozisa sokaig nehézségekbe {itks-
z6tt. Igy, azon korai megfigyelések ellenére, amelyek a 45Caz+
felvételének novekedésér8l szamoltak be, sokdig nem sziilletett
elfogadhaté valasz arra a kérdésre, hogy novekszik-e a limfocitak
intracellularis Ca2+ koncentraciéja aktivacidjuk alkalmaval
(Campbell, 1983). A kérdésre a valaszt a Tsien és munkatdrsai &al-
tal kifejlesztett fluoreszcens mérési technika segitségével lehe-
tett megadni (Tsien, 1980, 1981, Tsien és mtsai, 1982/a). Azdta
szadmos kutatdlaboratdriumban igazoltdk, hogy a limfocitak sejten
beliili Ca2+ koncentracidéja mind mitogén lektinekkel, mind anti-
génnel +t6rténd aktivalis esetén a nyugalmi kb. 100 nM-os é&r-
tékr8l kb. 200-500 nM-ra né meg.

A Ca2+-koncentracidé névekedésének ismeretében a kidvetkezd kér-
dés amit feltehetiink: mi az a mechanizmus, ahogyan a receptor ak-
tivalddasa e koncentracidénsdvekedéshez vezet? A receptorkststt fo-
lyamatokat a 2.1.1. fejezetben a GTP-kst8 fehérje aktivaldédasaig
kisértik figyelemmel. Az aktivdlédas hatasara e fehérjérdl le-
valé « alegység egy foszfatidil-inozitol (PI) specifikus foszfo-
diészterazt aktival (Cockeroft, 1987).

E foszfodiészterdz enzim aktivitasa a Ca2+ koncentracidé filigg-




vénye. Sokaig csak a fizioldgias kérulményektgl tdvoli tartomany-
banf mM-os Ca2+ koncentricidé esetén aktiv alakot taldltak meg.
Késobb kitﬁnt, hogy az enzim e formajabél limitalt proteolizissel
a fizioldgids, szubmikromoldris Ca2+ koncentracidék esetén 1is
aktiv forma keletkezhet (Hirasawa és Nemoto, 1986). Azdta az
enzimnek mind membriankststt, mind citoszolikus formajat kimutat-
tak. Mindkét sejtfrakcidé szamos izoenzimet tartalmaz, amelyek
egymastdl pH optimumukban, foszfatidil-inozitol mono-, illetve
bisz-foszfatra (PIP, ill. PIP2) mutatott specificitésukban, il-
letve Ca2+-aktivalhatdésigukban kiildnbdznek (Kamisaka és mtsai,
1986; Wang és mtsai, 1988; Carter és mtsai, 1986; Carter és
Smith, 1987). Az egyes izoenzimek egymashoz valdé viszonyat, il-
letve a limfocitak aktivacidjaban vald részvételik mértékét és
médjat még nem sikeriilt tisztaézni.

Ezen foszfodiészteraz izoenzimek altaldnos tulajdonsdga azon-
ban, hogy a fiziolégias Ca2+ koncentraciétartomanyban (10-7 M)
inkabb a PIP2, semmint a PIP hidrolizisét katalizaljadk. A hidro-
lizis diacil-glicerol és inozitol-triszfoszfat (IP3) keletkezésé-
hez vezet. Az IP3 endoplazmids retikulumbeli receptoraihoz (5pat
és mtsai, 1986) kapcsolddva az ott tarolt Ca2t egy részét felsza-
baditja. Az IP3a hatasmechanizmusat jelenleg inkabb egy recep-
torkatﬁtt Ca2+-csatorna megnyitasanak, semmint valamilyen k&zben-
s8 1lépés --pl. IPa-specifikus fehérje kindz, GTP, stb.-- segitsé-
gével lezajlé folyamatnak gondolgak (Putney, 1987). Mindazonaltal
a GTP Onmagdban is képesnek tfinik a tarolt Ca2+ egy részének
eleresztésére (Chueh és mtsai, 1987).

Az 1IP3a-nak az el8szér felismert (1,4,5)IP3 formajan kivil még
szamos izomerje, metabolitja létezik. Hasonlo hatekonysagu a cik-
likus (1:2,4,5)IPs. Mivel a Ca2+ hosszabb id8n keresztiili magas
(t5bb mint 10-5 M-os) koncentraciéja a sejtek szamadra toxikus,
(Campbell, 1983) az IP3 “"hatdstalanitédsdra" a szervezetnek haté-
kony mechanizmusokkal kell rendelkeznie. A hatastalanitas egyik

médja az "inozitol-ciklus" amely az IP3 inozitollad valdé fokoza-
tos defoszforildlasabél és a keletkez8 foszfatidil-inozitol PIPz-
vé vald foszforildlasabél all. A folyamatsorozatban az inozitol-

1-foszfatbél inozitol keletkezését katalizald enzimet Lit-mal
szelektiven gatolni 1lehet, ezt a tenyt gyakran alkalmazzak az
inozitol-foszfatok mennylsegenek mérhet8vé tételére (Berridge,
1984). A hatastalanitds mésik utja lehet az a nemrégiben felfede-
zett reakcid, amellyel az (1,4,5)IPs el8szor (1,3,4,5)IPs-gyé,

majd (1,3,4)IPs-ma& alakul. A két utdébbi 1n021tolfoszfét ugyvanis a
Ca2+ eleresztését az (1,4,5)IP3-nal csak joval kisebb mértékben
tudja el8segiteni (Putney, 1987).

A sejten beliili Ca2+ koncentrécié megndvekedésének az endo-
plazmas retikulumbél kidramlé Ca2+ csak egyik forrédsa. Az intra-
cellularis Ca2+ koncentracid tartds megemelkedését a sejt a sej-
ten kiviili Ca2+ beeresztésével biztositja. E Ca2+ bearamlas me-
chanizmusa mind a mai napig nem teljesen tisztazott. A 2.1.1
fejezetben sz6 esett az egyik lehetséges mechanizmusrdl: a recep-
torkdtdtt Ca2+ csatornakrél. Néhany kutatd feltételezése szerint
a citoszol Ca2+ szintjének ndvekedése csak az endoplazmds retiku-
lumban tarolt Ca2+ mobilizdlasabsl fakad. A sejten kivili Ca2+
szerepe ezen elképzelések szerint csak az endoplazmads retiku-
lumbeli raktarak feltdltése lenne (Putney, 1987).




A fentiekben lathattuk, hogy az IP3 "hatdstalanitasara" bo
nyolult folyamatsorozat szervezOoddtt. Amennyiben a Ca2+ tulzot
tan magas koncentracidja a sejt haladldhoz vezet, nem csak felsza
badulasanak, de aktuialis koncentracidjanak is hatékony szabalyo
zasa kell, hogy legyen. A Ca2+ homeosztazis fenntartasaban
plazmamembranban, az endoplazmids retikulumban és a mitokondrium
ban taldlhaté Ca?+-pumpa rendszerek vesznek részt. A mitokondri
dlis Ca2+-pumpa rendszerek kapacitasa nagy, de miksdésiik csak ma
gasabb (0.7-1.0 pM feletti) Ca2+ koncentracid esetén lesz szamot
tev8 (Campbell, 1983). A T limfocitédk viszonylag kis mennyiség
endoplazmas retikulumot tartalmaznak. Talan ezzel is magyarazha
t6, hogy az endoplazmias retikulumban, illetve a plazmamembranba
taladlhaté Ca2+-pumpa rendszerek elkiilonitése T limfocitdk eseté:
eleddig nem sikeriilt. Mindazonaltal a limfocitdk aktivacid]
esetén a 45Ca2+ fluxusok korabban emlitett megndvekedéséve
8sszhangban a limfocita Ca2+-ATPAz szamottev8 aktivitasndvekedé
sét lehetett kimutatni (Averdunk és Ginther, 1980).

Az eddigiekben az aktivacidé sordn megndvekedett sejten beliil
Ca2+ koncentracidé keletkezésérOl és szabalyozasarél esett szd.
kdvetkez8 kérdés, amit feltehetiink: mit okoz, milyen folyamatoka
aktival ez a koncentracidéndvekedés? Sajnos az értekezés terjedel
me nem teszi lehetbvé az e kérdésre adhatd akarcsak vazlatos va
lasz ismertetését sem. Néhany kiragadott példa: a megndvekedet
Ca2+ koncentracid hatasidra aktivaldédik a lipid metabolizmus szé
mos kulcsenzimje (1ld. 2.2.3. fejezet) és jonéhany fehérje kina
(1d. 2.2.4. fejezet). A kalmodulin segitségével az adenildt cik
laz, a ciklikus nukleotid foszfodiészteraz, a kalcineurin,
Ca2+-aktivalt neutrilis proteaz, a plazmamembran Ca2+-ATPaz akti
valédasat irtak le kiilonbsz8 szdvetekben. A Ca2+ (-kalmodulin
szerepet Jatszik a mikrotubulin-asszocialt fehérjék, a dinei
ATP-4z, a fodrin, a kaldezmon, a gelsolin, a villin és a fragmin
azaz a mikrotubuldris és mikrofilamentdris rendszer mikddésében
Ca2+-aktivalt enzimek pl.: a piruvét dehidrogendz-foszfataz,
NAD+ : izocitrédt dehidrogendz, a glicerin-3-foszfat dehidrogena
és az a-ketoglutarat dehidrogenaz, stb. (Campbell, 1983; Exton
19886).

Végezetiil azt a kérdést kell megvalaszolnunk, hogy a sejte
beliili Ca2+ koncentracidé emelkedése sziikséges és elégséges
szilkséges, de mnem elégséges, vagy csupan velejard tényez8je
limfocitdk aktivacidjanak. A sejten beliili Ca2+ koncentréaci
emelése semmiképpen sem lehet sziikséges és egyben elégséges fel
tétel, hiszen a Ca-ionofdrok csak viszonylag gyenge mitogén ha
tédssal rendelkeznek. Ugyanakkor arra, hogy a sejten beliili CaZ2
koncentracié nodvekedése a limfocitdk aktivacidjanak sziksége
feltétele, egyre tSbb megfigyelés utal:

-- az extracellularis Ca2+ koncentracid 100 pM alid vald csidk
kentése esetén a limfocitak aktivacidja nem kdvetkezik b
(Whitney és Sutherland, 13872; Abboud és mtsai, 1985);

-- La3t és a Ca2+-csatorna blokkold D-600 meggatoljak a limfo
citédk aktivacidjat (Campbell, 18983);

-—- Gjabb vizsgalatok tanulsaga szerint a sejten beliili Ca2
koncentracid azon esetekben is emelkedik, amelyeket régeb
ben éppen a Ca2+t sziikségessége elleni bizonyitéknak hozta
fel: pl. forbol-észterek hatéasa esetén (Klip é&s mtsai
13984; Ware és mtsai, 1985; Erne és mtsai, 1887).
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Nehézfémionok

A nehézfémionok szerepét a limfocitadk aktivacidjadban mar a
hetvenes évek legelején felismerték (Alford, 1970). ‘Arslan és
mtsail (1985), wvalamint az 5.1. fejezetben bemutatott sajat ered-
ményeink alapjan a T limfocitakban a leggyakrabban el&8forduld ne-
hézfémek (csdkken8 gyakorisagban): a cink, a vas és a réz. fgy a
tovébbiakban e harom fémnek a T limfocitak aktivacidjaban betdl-
t6tt lehetséges szerepe keriil vazlatos bemutatéasra.

Cinkhianyos &allapotban az immunfunkcidk szinte kivétel nelkil
csbkkennek, wvisszaszorulnak (Fraker és mtsai, 1986). Cink iocnok
szamos, a limfocitdk stimulacidjadban résztvevd enzim mliksdéséhez
nélkiilézhetetlenek, illetve ezen enzimek aktivacidjat okozzéak.
Igy a cink ionok szerepét kimutattdk a DNS- és RNS-polimerasz,
valamint a +timidin kindz mllk8désében (Slater é&s mtsai, 1971;
Yarom és mtsai, 1976). Ujabban cink ionok jelenlétét feltételezik
a IIIA fehérje transzkripcids faktorban (Diakun és mtsai, 1986),

valamint jénéhany hormonreceptor esetén (kortizol, G&sztradiol,
tiroid hormon receptorok; Weinberger és mtsai, 1986; OSabbah és
mtsai, 1987). A cink szerepe kiilsnbdz8 fehérjék és nuklelnsavak

kapczolédasaban altalédnosan is megfogalmazddott: Berg (1386/a-b)

elmélete szerint a nukleinsavakhoz kdtsd8 fehérjék egy speciélis,
ciszteincsoportokbdl Ssszetevod8 cink kdt8helyet, az G.n. "cink-
ujj"-at tartalmazzak. (Az elnevezés a Ca2+ kiét8helyekre sziiletett
"E-F -hand" analdégiajara szliletett: ‘"zinc-finger".) Kiildnleges
érdekl8désre tarthat szamot az a tény, hogy ezen “cink-ujj"
jelenlétét a limfocita Jjelatviteli mechanizmus egyik kulcsenzimé-
ben, a fehérje kindz C-ben is igazoltdk (Parker és mtsai, 1886).

Cink hiédnyaban tehat a limfocitdk aktivacidja nem kovetkezik
be. Ennek egylk oka minden bizonnyal a fentlekben felsorolt széa-
mos enzim miikddésének a zavaraban keresheto, keresend8. Mindazon-
adltal a T limfocitdk aktivacidja sordn a cink ionok eloszlasanak,
koncentracidéjanak valtozasairdl és ezzel Osszefliggésben a cink-
tartalmi enzimek miikddésének médosulédsairdl eddig nincsenek ada-
taink.

A vas szerepét is koran felismerték a limfocitak proliferacio-
jdban (Alford, 1970; Bryan és Leech, 1983). A fém fontossagat

szelektiv komplexképz8jével, a deferoxaminnal végzett kisérletek
fokozottan aladtamasztottdk (Lederman, 1984). A proliferéacids

folyamatokban fontos szerepet jatszd fehérjék koziil a ribonukleo-
tid reduktaz mikddéséhez az enzim vastartalma nélkiildzhetetlen
(Sato és mtsai, 1984). A vas felvételére a sejt kiilén rendszert
épitett ki a transzferrin/transzferrin receptor kettls révén. A
transzferrin receptor egyike a legmobilisabb receptoroknak: a
felszini receptorok széma szamos agenssel (szérum, inzulin, Il-
GF, 1IL-1, PDGF) ndvelhet8 (Ward és Kaplan, 1988), mas anyagok
(forbol észterek A23187, IFN,) viszont szdmuk cstkkenését idézik
el8 (Kohno és mtsai, 1986; Weiel és mtsai, 18985).

A réz szerepe kevésbé tisztizott a llmf001ta stimuldcid folya-
mataban. Az irodalomban mind sziikségességérdl, aktivald hatasa-
ré6l (Flynn, 1985), mind az &ltala okozott proliferacié gatlasrdl
(Anderson és Tomasi, 1984) taldlhatdk adatok. A jelatviteli fo-
lyamatokban szerepet jatszd enzimek kozlil a guanilat ciklazrdl
bizonyitottdk be, hogy rezet tartalmaz (Gerzer és mtsai, 1981).
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2.1.3. V&altozasok a rlazmamembrén lipid8sszetételében aT lim-
focitak aktivaciéja soréan

Foszfatidil—inozitol metabolizmus

Mint ahogyan az mar a 2.1.2. fejezetben ismertetésre keriilt, a
limfocitak aktivacidéja soran a T sejt receptorral kSlecsdnhatasba
keriild foszfodiészteraz enzim a foszfatidil—inozitol—bisz—fOSZ*
fatot (PIP2-t) és kisebb mértékben a foszfatidil-inozitolt, il-
letve annak monofoszfat jat diacil—glicerolra, illetve a megfeleld
inozitol-foszfatokra hasitja (Berridge, 1984). Az inozitol-fosz-
fatok egymisba vals atalakulasardl, illetve = foszfatidil-inozi-
tol foszforilalasat biztosits "inozitol-ciklusrdl" az el8z8 feje-
zetben esett sz4.

A foszfodiészterizos hasitds masik terméke, a diacil-glicerol
a Ca2+- &g foszfolipid~fﬁgg3 fehérje kinaz (fehérje kinaz C) ak-
tivadlasdban jatszik szerepet (1d. 2.1.4. fejezet). A diacil-
glicerol mennyiségét két folyamat szabalyozza. Az egyik soran a
diacil-gicerol kinaz a diacil-glicerolt foszfatidsavva foszfori-
lalja, amely egyes elképzelések szerint CDP-diacil-glicerolként a
foszfatidil-inozitol re-szintézisére hasznalédna fel. A diacil-
glicerol "hatastalanitasanak" masik atja a diacilglicerol lipazok
altal toBrténé emésztése, amely soréan szabad zsirsavak és mono-
acil-glicerol keletkezik (Feinstein és Sha’afi, 1983).

Az arachidonsav-kaszkid

Az arachidonsavbél a lipoxigenaz, illetve a ciklooxigenaz ut-
vonalon szamos, nagyon ergteljes hatdsal birs vegyulet, igy
prosztaglandinok, tromboxanok és leukotriének keletkezhetnek. Bar
a limfocitakban keletkezésiik mértéke pl. a makrofagok, vagy a
neutrofilek esetében tapasztaltnil jéval kisebb (Wedner, 1984),
igy is igen jelentls szabalyozd szerepet téltenek be az immunfo-
lyamatokban. A bprosztaglandinszdrmazékok elszaporodasa esetén a T
limfocitak proliferaciéja visszaszorul és viszont: a T limfocitak
aktivacidja sajat prosztaglandin termelésiik visszaszorulasihoz
vezet (Aussel és mtsai, 1987).

mertetett diacil-glicerol lipaz altal t&rtén& emésztés, ugyanis a
foszfatidil-ionzitolok (és igy a belSliik keletkezett diaci]-
glicerolok is) 2-es pozicidjukban, amely a lipaz témadashelye,
nagy szazalékban arachidonsavat tartalmaznak. Az arachidonsav
felszabadulasanak mésik f£& atja a foszfatidil-inozitol foszfo-
lipaz-Az2-vel vals emésztése (Feinstein és Sha’afi, 1983).

Az el8bb ismertetettekkel 6sszhangban a T limfocitakban a
foszfolipaz-Az aktivitasa viszonylag kicsi (Trotter és mtsai,
1982; Goppelt-Striibe és mtsai, 1986; Aussel és mtsai, 1987). Igy
az arachidonsav felszabadulisa mellett annak az acil-CoA:lizole-
citin aciltranszferaz altali cseréje, sgt'beépitése zajlik le a T
limfocitak aktivicidéja esetén (S5zamel és mtsai, 1981; Trotter és
mtsai, 1982; Behl és mtsai, 1987).
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Valtozasok a plazmamembran fluiditdsaban

A T limfocitdk plazmamembranjaban 1év8 acil-CoA:lizolecitil
aciltranszferidaz a tSbbszdrdsen telitetlen zsirsav—CoA—kra nagy
specificitast mutat. Az enzim aktivitdsa 2-3-szorosdra n8 a T
limfocitak aktlva01OJanak egyik elsd lépéseként (Szamel és mtsai,
1981). Igy az enzim mikddésének eredményelképpen nemcsak a s7dbad
arachidonsav mennyisége cstkken a limfocitdk aktivacidéja soran,
hanem a plazmamembran feldasul telitetlen zsirsavakban. Ezaltal a
membran fluiditasa megng (Goppelt-Striibe és Resch, 1987).

A Nat-K+-ATP-az szelektiv gatlészere, a ouabain képes meggi-
tolni az acil-CoA: 11z01901t11 aciltranszferaz a limfocitdk akti-
vacidja soran bekdvetkez8 aktivalédasat (Szamel és mtsai, 1981).
Ez arra utal, hogy az enzim mind a mitogén receptorral mind a
Nat+ ~-K+-ATP~- azzal szoros kdlcsdnhatasban all.

Foszfolipid metilécid

Hirata és Axelrod (1980) a hetvenes évek végén fejlesztette ki
a foszfatidil-etanolamin enzimatikus metilezésén alapuldé elméle-
tét. Elképzelésiik szerint a sejtek (ezen beliil: a T limfocitéak)
aktivacidéja sorédn a foszfatidil-etanolamin (PE) sorozatos metile-
zés kovetkeztében foszfatidil-kolinnad (PC-vé) alakulna at.

Hipotézislik azonban néhany, késsbb megismert kisérleti ténnyel
ellentmonddsba keriilt (csak az eddig felsoroltak koziil: a lizo-
lecitil-aciltranszferazzal Lkapcsolatos kisérletekben a PC->PE
dtalakulast 1lehetett kimutatni --Trotter és mtsai, 1982--; a
feitételezett PE->PC atalakulas kovetkeztében a membran fludita-
sanak nem novekednie, de cstkkennie kellene --Goppelt-Striibe és
Resch, 1987--).

2.1.4. A fehérje kin&zok szerepe a limfocitadk aktivaAciéjdban

Fehérje kinaz C

A hetvenes évek végén Nishizuka és munkatdrsai egy ciklikus
nukleotidoktdl fiiggetlen fehérje kinazt és annak Ca2+-fiiggf pro-
teolizissel aktivalt formdjat mutattdk ki az agyszdvetben (Inoue
és mtsai, 1977). Késobbi kutatdsaik soradn bebizonyitottiak, hogy a
holoenzimet Ca2+ és foszfolipidek egyiittesen képesek aktivalni
(Takai és mtsai, 1979). A Ca2+- és foszfolipid fiigg8 fehérje
kindz (fehérje kindz C) jelent8ségének felismerésében az els¥
attorés akkor kovetkezett be, amikor bizonyitast nyert, hogy az
enzimet a foszfatidil-inozitol hidrolizise soran keletkez& dia-
cil-glicerolok jelent8s mértékben aktivalni képesek. Igy a fehér-
je kindz C aktivaldédasa a receptorkotdtt foszfodiészteraz aktiva-
ciéjanak kozvetlen kdvetkezményévé valt (Nishizuka, 1984). Az
enzim biokémiai jelent8ségének felismerése utan a sejtbioldgiai
és orvostudomanyi kutatésoknak akkor valt kiilondsen érdekes ele-
mévé, amikor kiderilt, hogy a széleskdrben ismert tumor promote-
rek, a forbol észterek a fehérje kindz C szelektiv és igen haté-
kony aktivaldszerei (Castagna és mtsai, 1982).

A T limfocitdkban taldlhatd fehérje kinaz C-t diacil-gli-
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cerolokat nem tartalmazdé foszfolipidek jelenlétében 0.1-1 mM
Ca2+-mal lehet +teljes mértékben aktivalni. Diacil-glicerolok
jelenlétében az enzim maximalis aktivitasa az el8z8 érték tobb-
szdrdsére nd meg és az optimdlis Ca2+ koncentraciod pedig 1-10 uM
kSriili értékre csdkken. A diacil-glicerolok kdziil a t&bbszdrdsen
telitetlen 1,2-dioleil-glicerol az enzim leghatékonyabb aktivéato-
ra, a foszfolipidek hatékonysaga pedig a foszfatidil-kolin <X
foszfatidil-etanolamin < foszfatidil-inozitol <K foszfatidil-
s%erin sorrendben, azaz a lipidek negativ t5ltésének sorrendjében
n8 (Ogawa és mtsai, 1981; Ku és mtsai, 1981). Hannun és Bell
(1986) szerint a fehérje kinaz C aktivalasadhoz legaldbb négy
molekula foszfatidil-szerinre (PS-re) van sziikség. Feltételezésik
szerint az enzim el8szdr a Ca.4 PS-komplexet kéti meg, majd az
enzimnek ezen "el8aktivalt" formija képes a diacil-glicerol (for-
bol észter) kotésére.

A fehérje kindz C két doménb8l, a katalitikus és a szabalyozd
doménb81l épiil fel. A katalitikus domén tartalmazza az enzim ATP-
k5t8 aktiv centrumdt, a szabalyozd domén pedig a kiilsnbdz8 akti-
vatorok (Ca2+, foszfatidil-szerin, diacil-glicerol) k5t8helyeit.
A két domén kdzdtt a fehérje kindz C a Ca2+-fiigg8 neutralis pro-
tedz (calpain) segitségével hasithatd, a hasitas kovetkeztében a

katalitikus domén fehérje kindz aktivitasa Ca2+-tol és foszfo-
lipidektgl fliggetlenné valik (M kindz) (Kishimoto és mtsai,

1983). A fehérje kinaz C els8dleges szerkezetének meghatéarozasa
soran kideriilt, hogy az enzim nem tartalmaz olyan hidroféb szek-

venciat, amely a membranokhoz vald k6t8désében szerepet jatszhat-
na (Parker és mtsai, 1986). Igy az enzim in vivo lipidaktivacidéja
mas, bonyolultabb mechanizmus szerint kell, hogy t&rténjen.

A fehérje kinadz C nyugvé limfocitdk esetén dént8 mértékben a
citoszolban lokalizalhaté. A sejtek mind antigénnel, mind mitogén
lektinekkel t8rtén8 aktivacidja soran az enzim dtmenetileg a
palzmamembranhoz k&t&dik. A k6t8dés az aktivacidé els8 néhéany
percének elteltével éri el maximumdt, majd az aktivalas els8
6rajanak eltelte utan az enzim ismét a citoszolban lesz megtaldl-
haté (Nishizuka, 1986; Farrar és Ruscetti, 1986; Nel és mtsai,
1987). Farrar és Ruscetti (1986) adatai szerint a fehérje kinaz C
membranhoz vald kdt8dése interleukin-2 hatasara is bekdvetkezik.
igy a fehérje kindz C enzim a T limfocitak aktivacidjanak az
interleukin-2 kot8désével beinduld masodik lépésében 1is fontos
szerepet jatszhat.

Nemrégiben megjelent kdzlemények a fehérje kindz C-nek a sejt-
magokhoz valé koét8désérfl szamolnak be (Kraft és mtsai, 1987;
Misra és Sahyoun, 1987). Girard és mtsail (1987) és Cambier és
mtsai (1987) pedig kiildnboz8 aktivals agensek hatdsara az enzim-
nek a citoszolbdl a sejtmagba vald éthelyezgdésérgl szamolnak be.
E felfedezések uj fejezetet nyithatnak a fehérje kinaz C tovabbi
hatdsméd jainak megismerésében.

A fehérje kindz C membranhoz vald k5t8dése alapvetBen két

mechanizmus szerint Jjatszédhat le. A Cazt Altal elSsegitett

membrankstddés “"reverzibilis'"-nek tekinthetd, mivel az enzim

Caz+—komplexkéngk hatisara a membranrél leocldhatd. A kot&dés e

formaja gyors, fuggetlen a hémérséklett8l, nem mutat specifici-

tast semelyik szubcellulédris frakecid membranjara sem, az enzim

fizioldgias koncentracidival nem telithetd, wvalamint az enzim e
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kotohelyel tripszines emésztésre nem érzékenyek. A k5t8dés masik
formaja, a forbol észterek adltal ellsegitett membrankstfdés alta-

laban a "reverzibilis" kot8dést kdvetben jbn létre. A kotldés e
formaja homersekletfuggo, a plazmamembranra tobbé-kevésbé speci-
fikus, telithet6 és az enzim e k5t8helyei tripszines emésztés

hatasara elvesztik Lkotlképességiiket (Wolf és mtsai, 1985/a-b;
Gopalakrlshna es mtsal, 1986). A forbol észterrel stabilizalt
k5t8dés jellemz8ib8l azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy a
fehérje kindz C a plazmamembradnhoz valamiféle receptorfehérje
kozvetitésével kapcsolodhdt Az enzimnek a feltételezett recepto-
rdhoz vald kst8dését a forbol észterek nagymértékben ellsegithe-
tik.

A fehérje kinaz C alapvet8 szerepet jatszik a T limfocitak
aktivaciéjéban (Isakov és mtsai, 1986; Droge, 1986). Egy fehérje
kindz funkcidjanak megértéséhez altaldban akkor juthatunk kize-
lebb, ha az &ltala foszforilalt fehérjéket megismerjik. A fehérje
kindz C esetén a funkcidé szerint is azonositott szubsztratok
listdja maAr 1986-ban kishijan félszaz tagot szamlalt (Nishizuka,
1986). Az azdéta eltelt id8szakban a feltérképezett szubszratok
mennyisége csaknem hetente gyarapodott. Az intenziv kutatas ezen
gyimdlcseit szemlélve nagyon nchéz elddnteni, hogy melyek azok a
fehérjék, amelyeket az enzim in vivo is foszforilélni -- regulal-
ni képes, és melyek azok, amelyek az "aki keres, az talal”
alapelv értelmében keriiltek fel a listara. A fbherge kindz C-nek
az egyes szubcellularis frakciok kdzstti dtrendez8dései azonban
mlnden blzonnyal nagy szerepet Jatazanak e 1ehetseges szubsztatok

és Nelsestuen, 1987/a-b).

A szamtalan vizsgalat koziil Lee és mtsai (1987), wvalamint
Angel és mtsal (1987) munkaja emelheto ki, akik szdkitottak a

jezbdés kutata51 sémaval és a folyamatsorozatot a maslk oldalrol
a génkifejez8dés oldalardl kezdték vizsgalni. Eredmenyelk szerlnt
az 8V-40 fehérje és a metallotionein klfegezodeset eluseglto AB=
1-es transzkripciés faktor szoros kdlcsdnhatasban &4l1 a forbol
észterek A&ltal indukéalt gének promoter reglogaval E felfedezés
(a fehérje kindz C sejtmagba vald dtrendez8désének felismerésével
kozosen) kllndulopontJa lehet egy olyan vizsgdlatsorozatnak,
amely soran elsbként nyillhatna lehet8ség egy jelatviteli fo;yamab
teljes lefutasanak tisztizasara a plazmamembrantél a génkifejezd-
désig.

A fehérje kindz C minden kétséget kizardan a llmfoc1tak aktl-
vacidjanak egyik kulcsenzime. Ezért is feltételezhetd, hogy milks-
dése szamos szabalyozd folyamatnak aldvetett. A tovabbiakban e
szabalyozé lépések attekintésére kerill sor.

-- A fehérje kinaz C aktivétorai koziil az enzim a Ca2* mennyi-
ségének sajatos szabdalyozisat valdésitja meg. A fehérje kinaz
C tartds miikddése jénéhdny szdvet, illetve sejttipus esetén
meggadtolja az intracellularis Ca2+ koncentrac1onqk az adott
sejtre Jellemzo aktivald adgens hatéasara bekdvetkez8 ndveke-
dését. E hatds egyrészt a foszfatidil-inozitol bontés gatla-
sabdl, masrészt (pl. sziv, neutrofilek és vérlemezkék ese-
tén) a plazmamembrin Ca?+-ATPaz aktivalasabdl fakad (Lagast
és mtsai, 1984; Smith és mtsai, 1985; Nishizuka, 1886).
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- A fehérje kindz C aktivalasdban résztvevd diacil-glicerol
termel8désének sebessége is csdkken a foszfatidil-inozitol
bontds gatlasaval. Ugyanakkor azonban a diacil-glicerol
mennyisége mégsem csdkken, hiszen a forbol észter kezelés
egy foszfatidil-kolin specifikus foszfolipadz C-t aktival
(Muir és Murray, 1987), és ugyvanekkor mind a diacil-glicerol
lipadz (Chabbott és Cabot, 1986), mind a diacil-glicerol
kinadz (Takuwa és mtsai, 1987) gatlasa bekdvetkezik. A diacil
-glicerol tartalom ndvekedésének mechanizmusa azonban még
nem tisztédzott teljes mértékben, hiszen Mentlein (1886)
szerint a diacil-glicerol lipaz gatlasa csupan kompetitiv
Jellegii, Besterman és munkatarsai (1986), valamint Ishitoya
€s munkatlrsai (1987) pedig a diacil-%licerol kinaznak a
stimulédcid soran bekdvetkezd membrankst8dését és aktivacis-
Jat irtdk le. Ugyancsak nem tisztizott, hogy a foszfatidil-
kolin specifikus foszfolipaz C &ltal felszabaditott diacil-
glicerol mennyire tartalmaz telitetlen zsirsavakat, azaz
mennyire alkalmas a fehérje kinaz C aktivalasara.

-- Tobbszdrtsen telitetlen szabad zsirsavak (pl. arachidonsav)
a fehérje kindz C-t aktival jak (Droge, 1986). Igy az enzim
aktivacidéja a foszfolipdz A2z aktivalddasaval is bek&-
vetkezhet.

-— A fehérje kindz C (forbol észterrel elérhetd) tartds aktiva-
lédasa esetén joénéhany sejttipusban az enzim "down-regulaci-
6ja" figyelhetl6 meg (Nishizuka, 19868). Az enzimnek a plazma-
membranbdl valé eltlinését fokozott degradacidja kiséri
(Young és mtsai, 1987).

-= Az utébbi id8szakban a fehérje kinidz C-t kédold gén a, £ és
S valtozatat deritették fel (Carpenter és mtsai, 1987). Er-
re is visszavezethet8en az enzimnek szamos izoenzimét sike-
riilt elkiildniteni a kiildnb&zd sejtekben, szdvetekben (Jaken
és Kiley, 1987; Sekiguchi és mtsai, 1987; Woodgett és Bunter,
1987). Az izoenzimek mind Ca2+-mal (Jaken és Kiley, 1987),
mind szabad zsirsavakkal valéd aktivalhatésédgukban (Sekiguchi
és mtsai, 1987) kiilénbdznek egymastol. Igy ezen izoenzimek
egymashoz viszonyitott aranyanak valtozasai is hozzd jarul-
hatnak a fehérje kindz C aktivitasanak szabdlyozasahoz.

-- A fehérje kindz C-nek mind fehérje (Hucho és mtsai, 1987),
mind nem fehérje természetii endogén inhibitora ismeretes
(Balazovich és mtsai, 1988). Ezen inhibitorok mennyisége és
affinitasa is valtozhat a sejt aktivacidéjaval. Az enzimet a
hosszalanch szfingozidok szintén gatolni képesek (Hannun és
mtsai, 1986). Kolesnick (1987) adatai szerint e gatlas
fiziolégiailag is szerepet jatszhat, hiszen diacil-glicero-
lok a szfingomielinek fokozott hidrolizisét idézik eld.

-- Poliaminok (Moruzzi és mtsai, 1987) és gangliozidok (Kreuter
és mtsai, 1987; Vaccarino ésnmtsai, 1987) képesek meggatolni
az enzim membranhoz vald kétodését.

-- Forbol észter kezelés (azaz a fehérje kinaz C tartds aktiva-
ciéja) az enzim fokozott proteoliziséhez vezet (Murray és
mtsai, 1987; Buday és mtsai, 1987). A proteolizissel az en-
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zim egyrészt elveszti membrankstd képességét, masrészt meg-
sziinik a Ca*-mal és foszfolipidekkel vald aktivalhatdséaga.
Igy az enzim kett8s mértékben is kontroldlatlannd valik.
Jelenleg e proteolitikus folyamat fiziolégiai jelentlsége
még nem tisztazott.

-- A fehérje kindz C autofoszforilédcidra képes. Az autofoszfo-
riladcié esetén az ATP-re mutatott kM érték a mas szubsztra-
“ok esetén tapasztalt értéknek mintegy egytizede, igy az en-
zim intramolekularis autofoszforilacidja nagy valdszinliség-

gel lezajlédd folyamat. Az autofoszforilacid soran a hisz-
tonra mutatott kM és vmax némiképp lecsdkken, az enzim affi;
nitdsa ugyanakkor mind Ca2+-ra, mind forbol észterre megno

(Huang és mtsai, 1986; Mochly-Rosen és Koshland, 1887).
Parker és Goris (1986) bizonyitottédk, hogy az enzim auto-
foszforilalt formdjat a polikation-aktivalt foszfoprotein
foszfatdzok defoszforildljdk. Ez a reguldcid egy uj lehet8-
ségét tarja fel.

Lathatdé tehdt, hogy a fehérje kindz C regulacidjianak szamos at-

Jja lehetséges és még tﬁbb!olyan lehet8ség adédik, amelynek regu-
lacids szerepe csak a jovoben tisztazhatod.

cAMP és cGMP fiiggd fehérje kinazok

A cAMP és cGMP a T limfocitak stimulacidjaban csak masodlagos,
szabalyozé szerepet tolt be. Mindkét ciklikus nukleotid szintje a
limfocitak aktivacidjanak kezdeti szakasziban Atmenetileg megnd,
bar e koncentraciéndvekedés nagysagardl és id8tartamarsél eltérd
adatok lattak napvilagot. Ugyvancsak ellentmondasos a kép abban a
tekintetben, hogy a két ciklikus nukleotid segiti, wvagy gatolja a
limfocitdk stimulacidjat (Ralph, 1983; Wedner, 18984).

Wedner és munkatarsai felhivtak a figyelmet arra, hogy a cAMP
szint megndvekedésének a limfocitdk stimulacidéjidra gyakorolt
ellentmondidscs hatéasa a sejtmagban, illetve a plazmamembranban
talalhaté adenilat ciklaz és cAMP-fﬁggg fehérje kindz eltérd
viselkedéséb8l fakadhat (Wedner, 1984).

A cAMP szint tartés megndvekedése gatolja a limfocitdk stimu-
lacidjat. Emiatt a cAMP-t bontd foszfodiészteridz fontos szabidlyo-
z6 szerepet t6lt be. Az adenildt ciklaz mellett ezen enzim akti-
vitadsanak ndvekedését is megfigyelték a limfocita stimulacid so-
ran (Epstein és Hachisu, 1884). A cGMP keletkezését katalizald
guanilat ciklaz aktivaldodasat el8segitik az arachidonsav oxidativ

sajatsagu termékei. Ennek funkcionalis oka a ciklaznak a 2.1.2.
fejezetben ismertetett hemocianin, illetve réz tartalma lehet.
Az arachidonsav-felszabadulas kicsiny mértéke (ld. 2.1.3. feje-

zet) Osszefiiggésben allhat a guanilat ciklaz viszonylag mérsékelt
aktivacidjaval a limfocitak stimulécidja soradan (Coffey és mtsai,

1881).

Ca2%-kalmodulin fiigg8 fehérje kindzok

A ciklikus nukleotid fiiggl fehérje kindzokhoz hasonlédan e fe-
hérje kindzok is alarendelt szerepet jétszanakla limfocita stimu-
lacidé korai szakaszaban. A kalmodulin figgo foszforilacids folya-
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matok kulonosen az idegsejtekben, illetve az izomsejtekben jelen-
t8sek (Campbell, 1983; Exton, 1986).

Tirozin tamadidsponti fehérje kinazok

A hetvenes évek k&zepétdl a tirozin kindzok két ok miatt ke-
riltek a figyelem kozéppontjaba. Egyrészt a retrovirusok &altal
aktivalt onkogénekr8l sorra deriilt ki, hogy tirozin kindzokat ké-

dolnak, masrészt a nodvekedési hormon receptorock egész sorardl
(pl.: epidermal growth factor, inzulin receptor) bizonyocsodott

be, hogy tirozin kindz aktivitadssal rendelkeznek. A késdbbi kuta-
tasok tisztdztdk, hogy minden sejtben sza&mos tirozin kinaz talal-
haté. Ezek egy része a mar emlitett ndvekedési hormon-receptorok-
hoz asszocialt, més résziik az emlitett onkogének sethe épult
valtozatainak a terméke, megint més részitk pedig az el8z8 két
tipustdl (egyelOre?) fiiggetlen tirozin kinéz.

A T limfocitak is szamos tirozin kindzt tartalmaznak. Nyugvd
limfocitdkban a tirozin kindzok aktivitdsa a periférialis, illet-
ve a malignusan transzformdlt limfocitdkban taldlhatdéénal szigni-
fikdnsan magasabb (Swarup és mtsai, 1983; Piga és mtsai, 1984).
Ez ellentétben all azzal a korabbi feltételezéssel, hogy a malig-
nus transzformdciét a tirozin-foszforildcid egyértelmil ndvekedése
kiséri. Ugyanakkor a limfocitédkban taldlhatdé tirozin kindzok
aktivitasa Jjelent8sen megndvekedik a sejtek aktivacidja soran
(Fischer és mtsai, 1984; Wedner és Bass, 1986).

A T limfocitakban is megtaldlhatdé tirozin kinazok kozidl az in-
zulin receptorrdl vannak a leggazdagabb ismereteink. Az inzulin
receptor nyugvd allapotban levg, periférialis limfocitadkon wvi-
szonylag kis szamban fordul elo A sejtek aktivalddasaval a sejt-
felszini receptorok szama megnd. Az inzulin hatésmechanizmuséanak
a receptor tirozin kindz aktivitasan kivil még szédmos mas eleme
1smeretes, igy a receptor altal aktlvalt nem ciklikus nukleﬁtld
fuggo szerin-kindz, a receptorhoz k5t8d8 specialis GTP-k5t8 fe-
hérje és a feltehetoleg e fehérjével asszocidlt foszfatidilinozi-
tol specifikus foszfolipaz C, amely egy glikolipidet hasitva egy
regulald sajatsagu oligoszacharidot tesz szabaddid (Houslay, 1885
Saltiel és mtsai, 1986).

2.2. K8lcsdnhatasok a T limfocitdk jelatviteli rendszerei
kézott

z ionkoncentracidk valtozadsainak kdlcsbnhatéasai

A Ca2+ sokrétlien befolyasclja az egyértékﬁ kationok sejten be-
1liili koncentraciéjanak valtozasait. A megndvekedett intracellula-
ris Ca2+ Lkoncentracid maga utédn vonja a Nat/Ht-csere rendszer
aktivaldédasat, valamint a Nat-K+-ATPaz enzim gatlasdhoz vezet.
Novekv8 Cai tehdt a sejten beliili Nat koncentriacidé novekedését
vonja maga utdn. Az e hatassal jaré harmadik mechanizmus, a
Na* /Ca2+-csere rendszer T limfocitdkban csak igen alarendelt
szerepet Jjatszik (Macara, 18985).

Az egyértékﬁ kationoknak a Ca2+ koncentracidjara gyakorolt ha-
tasarél vita bontakozott ki az irodalomban. Az egyik feltételezés
szerint az extracellularis Ca2+t egy potenciélfﬁggg K+ -csatornéan
keresztiil Aramlik be a sejtbe az aktivéacid folyaman. A leg(jabb
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megfigyelések azonban g potencidlfiiggd Caz+ bedramlast nep lat-
Szanak igazolni (Weiss és mtsai, 1986; Gelfand és mtsai, 1887).

A  nehézfémek kﬁlcsbnhatésa mind agz €8Y~-, mind g kétértekd
kationok koncentraciéjét szabalyozd mechanizmusokkal elképzelhe-
t8. Cink ionok kiszorithatjak a Ca2+-ot killsnbsz8 kstdhelyeoird]
(Brewer, 1981; Habermann és Richardt, 1987), valamint a Na+-K+-
ATPaz enzim gadtlasara képesek (Segel és mtsai, 1981).

A lipidek metabolizmusiban résztvevl Ssszes enzim aktivitisa
fige az 8t kériillvevd membranlipidek Osszetételétll. Igy pl. dlta-

nos felgyorsuléséhoz vezet (Trotter és mtsai, 1982). Ugyanakkor a
lipid*metabolizmusban résztvevl enzimek esetén sok esetben nagyon
nehéz kﬁlﬁnbséget tenni a szubsztrit Prezentdlasinak kedvez8, i1-
letve kedvez&tlen valtozasai és agz enzim lipidek &ltal t8rténd
allosztérikus aktivéciéja, illetve gatlasa koz6tt. Ez a tény is

magyarazhat ja azt, hogy a lipid metabolizmus lipidekkel vald sza-

A fehérje kindz ¢ sokréti hatast gyakorol a cAMP-fiiggd fehérje
kindz mﬁdeésére. A fehérje kindz C az adenilat ciklazt dltalaban
Szétkapcsolja a vele Ssszefliggésben alleé receptoroktsl. E szé+-
kapcsolast az enzim mind a receptor érzéketlenitésével, mind pe-
dig a receptorhoz kist#q¥ stimulals, illetve gatls GTP-k5t8 fehér-
Je foszforiléléséval éri el. Ezen hatiasok eredljeként az adenilat
ciklaz aktivitasa ndhet is s cs8kkenhet is az adott rendszerben.
A  fehérje kindz ¢ a sejt cAMP szintjét g cAMP~foszfodiészteréz
aktivalasaval is befolyésolhatja (Anderson és mtsai, 1985).

A fehérje kinaz ¢ a kalmodulin fiiggd rendszerek szabilyoziss-
ban is részt vVe€sz. Az enzim a miozin kdnnyld lanc kindz foszforj-
lalasaval elgsegiti az izomrelaxiacidt (Nishizuka, 1986). Tung
(1886) pedig a kalmodulin figg¥ foszfoprotein foszfatiz fehérje
kindz C altal t&rtens foszforilacidjars] szémolt be.

A fehérje kindz C nagymeértékbhen lecs8kkenti 2 névekedési hor-
mon receptorok (epidermal growth factor, inzulin receptor, stb.)
tirozin kinagz aktivitasiat (Houslay, 1985) .

tisztazott. Ugyancsak nem all kellé Szami adat réndelkezésre ah-
hoz, hogy eldéntsiik: Jédtszanak-e gz tirozin kindzok valamilyen
szerepet a fehérje kinaz C szabalyozasaban.
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Eddig két kalmodulin figg8 fehérje kindzrdl bizonyosodott be,
hogy a cAMP fiigg8 fehérje kinaz szubsztratja. A cAMP figgl fehér-
Je kindz a foszforilédz kindz aktivacidjara és a miozin k&nnyll
lanc kindz gatlasara képes (Cohen, 1985).

o5 n - . i - - . . . 4 " B
A cAMP fiiggo fehérje kindz szamos tirozin kindz foszforilicid-
Jéban vesz részt (Houslay, 1985). Kevés adat all rendelkezésiinkre
. - s - - - ’4
e foszforildcidk szabidlyozd szerepér8l.

A kdlcstnhatids megforditdsardl, a tirozin kindzoknak a cAMP
fﬁggg fehérje kindz szabalyozéasaban betsltttt szerepér8l tsbbet
tudunk. Tirozin kindzok mind a cAMP fiiggd fehérje kiniz endogén
inhibitora, mind pedig a vele ellentétes hatast foszfoprotein
foszfatdz I. enzim inaktivalasira képesek (Van Patten és mtsai,

1987).

Nemrégiben két kutatdcsoport is beszamolt a kalmodulin tirozin
foszforildciéjardl (Meggio és mtsai, 1987, valamint a benne lév&
hivatkozasok). E hatas szabalyozd szerepének a feltarasa azonban
a jév8 feladata.

Az ionkoncentriacidk véltozdsainak és a lipiddsszetétel alakuldsa-
ak kolcsdnhatasai

Az
n

Sokrétll &sszefonddast tapasztalhatunk a lipidek (kiiléndsen a
foszfatidil-inozitolok) és a Ca2+ metabolizmusa kézott. A
foszfatidil-inozitol-bisz-foszfat hasitadsa soran keletkez& inozi-
tol-trisz-foszfit hatdsara szabadulnak fel az endoplazmatikus
retikulumban tarolt kalcium ionok (1ld. 2.1.2. fejezet). A foszfa-
tidil-inozitolok reguldld hatasidt a plazmamembran Ca2+-ATPaz mii-
kddésében is kimutattdk (Berridge, 1984). A foszfolipazok szinte
mindegyike, igy a Ca2+ metabolizmusban nagy szerepet Jjatszd fosz-
fatidil-inozitol specifikus foszfodiészterdz, illetve a foszfoli-
paz-A2 Ca2+-fiiggl enzim (Berridge, 18984; Feinstein és Sha’afi,
1983).

A foszfolipid- és a Ca2+-metabolizmus kdlcsdnhatasainak &rde-
kes megkdzelitését jelentik Utsunomiya és mtsai (1986) vizsgala-
tai, akik gyorskinetikai mérésekkel kimutattédk, hogy a plazma-
membrédn fluidizacidja megel8zi a Ca2+ sejten beliili raktirakbdl
vald eleresztését, ami viszont a sejten kiviili Ca2+ bearamlisa
eldtt zajlik le.

A membrédn foszfolipideknek mind &sszetétele, mind telitettsége
érzékenyen befolyasolja a Ca2+-ATPaz és a Na+-K+-ATPaz aktivita-
sat (Stubbs és Smith, 1984; Nishikawa és mtsai, 1985). A sejten
bellili pH természetszeriileg a lipidek metabolizmusiban résztvevd
Osszes enzim aktivitasat befolyadsolja, de a limfocitak aktiviacid-
ja soradn bekdvetkez8 0.1-0.15 pH egységnyi valtozads Altalaban
ahhoz t4l kevés, hogy szignifikans eltérést okozzon az EEYVES
enzimek aktivitdsdban. Mindazonaltal Sweatt és mtsai (1986) sze-
rint a Nat*/Ht-csere rendszer aktivalddésa és igy a sejt belsejé-
nek alkalinizilédasa a foszfolipdz-A2 aktivalédasat vonja maga
utan.
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KSlesdnhatadsok a lipidésszetétel alakulasa és a fehérje kindzok
mikddése kozdtt

A Ca2+- és foszfolipid-fiiggl fehérje kindz --nevéb®l is kovet-
kez8en-- csak foszfolipidek jelenlétében fejti ki hatasat. Az
enzim foszfolipid specificitdsa mar a 2.1.4. fejezetben emlitésre
kerilt. Az ott leirtakbél kitlinik, hogy kiilénbsz8 foszfolipidek
mas és mas mértékben aktiviljadk az enzimet. Igy a fehérje kinaz C
in vivo aktivitdsa a plazmamembran adott pillanatban -- és helyen
-- eérvényes foszfolipid &sszetételének érzékeny filiggvénye.

A fehérje kindz C-t a. szabad zsirsavak (igy pl. a felszabadu-
16 arachidonsav) is aktivaljak (Droge, 1986). Ugyanakkor szfin-
gozinnal (Hannun és mtsai, 1886), illetve gangliozidokkal
(Kreutter és mtsai, 1987) az enzim jelent8s mértékben gatolhatd.

A fehérje kindz C csdkkenti a foszfatidil-inozitol lebontisi-
nak sebességét. E hatdsanak legvalédsziniibb mechanizmusa a GTP-ko-
t8 fehérje "hatastalanitasa" révén a foszfatidil-inozitolt hasité
foszfodiészteriznak és az antigén receptornak a szétkapcsoléasa
lehet (Nishizuka, 1986).

A foszfatidil-inozitol specifikus foszfolipdz-C gatlasaval
parhuzamosan a fehérje kindz C aktival egy foszfatidil-kolin spe-
cifikus foszfolipaz-C-t (esetleg "csupan" megvaltoztatja a speci-
ficitdsdt az el6z8 enzimnek...?) (Muir és Murray, 1987). A fosz-
fatidil-kolin bontdsénak ilyetén meggyorsulasat a foszfatidil-ko-
lin bioszintézisének aktivalasa kéveti. A fehérje kindz C e bio-
szintézis sebességmeghatirozd enzimének, a CTP:foszforil-kolin
citidil +transzferaznak a plazmamembrianhoz vald kot8dését és Je-
lent8s mértékii aktivalédasat idézi eld (Wertz, 1985).

A fehérje kindz C a foszfatidil-kolin hasitasaval képz8dstt
diacil-glicerolt bomlésat is megakadalyozza a diacil-glicerol 1i-
paz és a diacil-glicerol kindz gatlasa révén, bar az irodalomban
e folyamatok ellen sz6146 adatok is talidlhatdk (1d. 2.1.4. fejezet
Chabbott és Cabot, 1986; Takuwa és mtsai, 1987 illetve Mentlein,
1886; Besterman és mtsai, 1986; Ishitoya és mtsai, 1987).

A foszfolipaz-C aktivalasa mellett a fehérje kindz C a foszfo-
lipdz-A2-t is aktivalni képes. Az enzim aktivalasaval megvaldsuld
arachidonsav felszabaduldst jénéhéany sejttipusban kimutattak
(Wertz, 1985). A foszfolipaz-Az a fehérje kindz C aktivildédasanak
hatasdra a citoszolbél a plazmamembranhoz kst&dik (Schonhardt és

Ferber, 1987, valamint Szamel M. személyes kozlés). A foszfo-
lipdz-A2 aktivdlasa a feltételezett kdzvetlen foszforilacid mel-
lett a lipomodulin segitségével is megvalésul. A fehérje kindz C

ugyanis aktival (a cAMP filiggd fehérje kindz pedig inaktival) egy
tirozin kindzt, amely aktivalt allapotédban a lipomodulint foszfo-
riladlja. A lipomodulin foszforilalt allapotaban nem képes a fosz-
folipaz-A2 gatlasara. Igy a foszfolipaz-A2 aktivalasa tulajdon-
képpen a lipomodulin okozta gatlas aldli felszabadulas révén is
elképzelhetS (Anderson és mtsai, 1985).

A tirozin kindzok a foszfatidil-inozitolok metabolizmusaban is
jelent8s szerepet jatszanak Ggy is, mint foszfatidil-inozitol ki-
nazok és Ggy is, mint a foszfatidil-inozitol kinazokat aktivalé
fehérje kindzok (Macara, 1985). A tirozin kinazpok és a lipidek
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kolcstnhatdsanak még egy érdekes példédja van. Szamos tirozin ki-
nazrol kimutattdk, hogy az N terminalisan 1év& glicin mirisztila-
16dik. E poszt-transzlacids kovalens médositds szerepe még nem
teljesen tisztazott (Cohen, 1985) .

- . . - My oo 5 - - - . - v - - - .
A fehérje kindzok milktdésének €s az ionkoncentricidk valtozAsai-
nak kélcsdnhatasai

Az ioncsatorndk foszforilacid atjan térténd gatliasa altalanos
Jelenségnek tiinik. Igy a fehérje kindz C és a cAMP fiiggl fehérje
kindz mind a K*, mind a Na+ csatorna foszforildlasara és gatlasa-
ra képes az idegsejtekben (Levitan, 1985; Nishizuka, 19868). T
limfocitdkban e szabilyozasi mechanizmus létezése még vitatott. A
megndvekedett cAMP szint a Nat/H*-csere rendszer gatlasara is
képes (Grinstein és mtsai, 1987).

Hasonlé a helyzet a Nat-K+-ATPaz enzim aktivitidsanak szaba-
lyozdsaval is. Fibroblasztok esetén az enzimet mind a fehérje
kindz C, mind pedig a cAMP fuggd fehérje kindz aktivalni képes. A
fehérje kindz C &ltal bekdvetkez® aktivicid a fibroblaszt aktiva-
l6das els8 szakaszara jellemz&, a cAMP fliggd aktivacié elnytjtot-
tabban jelentkezik (Rozengurt, 1985). Sajat kisérleteink szerint
T limfocitdkban a fehérje kinaz C-t aktivdléd forbol észterrel

végzett kezelés nem vezet a Nat+ -K+-ATPaz aktivaciéjihoz
(Kovecses,M., Csermely,P., Szamel,M. és Somogyi,J., nem k&zslt
adatok).

Egy korai cikkiikben Hadden és mtsai (1972) a limfocita Na+-K--
ATPaz inzulinnal wvalé aktivalhatésagarél szamoltak be. Bir az
észlelt aktivitasnovekedés viszonylag csekély volt, de ez betud-
haté lehet a nyugvd limfocitak felszinén 1év3 inzulin receptorcok
viszonylag csekély szamanak is. Igy e kisérleti adatok felvetik a
limfocita Na*+-K+-ATPdz +tirozin kinAzokon keresztiil megvaldsuld
szabadlyozédsanak kérdését.

A Nat /H*-csere rendszernek a fehérje kindz C altal vald fosz-
foriladcidjarél és aktivalddasardl (Isakov és mtsai, 1986) mar a
2.1.2. fejezetben tdrtént emlités.

A kiilonbdz8 ionok kdziil a Ca2+ metabolizmusdnak tartak fel a
legttbb osszefliggését a fehérje kindzok miiksdésével. A Ca2+ kon-
centracié valtozadsai értelemszeriien befolydsoljak a Ca2+- és
foszfolipid figg8 fehérje kiniz, valamint a Ca2+ kalmodulin figgl
fehérje kindzok miksdését. A cAMP-t termeld adenilat ciklae
Ca2+ ionok &ltal megvaldsuléd reguldcidja madr ellentmondidsosabb:
agyban az adenilat ciklaz Ca2+ fliggl aktivalédasat irtiak le, méas
szovetekben, sejtekben azonban a Ca2+ éppen ellentétes hatast,
gadtlast okozott (Anderson és mtsai, 1985).

A cAMP fuggd fehérje kindz és a Ca2+ figgd jelatviteli rend-
szer kolcsdnhatdsainak eddigi legtel jesebb és legszemléletesebb
képét Rasmussen (1981) allitotta fel. Osszefoglald elméletében
"amplitadé-" és "érzékenység-szabdlyozott" rednszereket kiildnbdz-
tet meg aszerint, hogy az adott rendszer aktivalddéasat (illetve
gatlasat) a Ca2+ ionok koncentracidéjidban bekdvetkezett egyszerl
mennyiségi valtozasbdél vagy az adott rendszernsk a Ca2+-ra muta-
tott affinitasndvekedésébll lehet levezetni. T limfocitadk esetén
e két jeldtviteli rendszer kdlcsdnhatisa nem olyarr egyértelmiien
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szinergisztikus, mint ahogy azt a Rasmussen altal felhozott pél-
dédk dontd tobbségében bizonyitani lehetett T limfocitdk esetén a
megndvekedett cAMP szint egyrészt a Ca2+ bedramlis gatldsa, méas-
részt a Ca2+ kidramlas aktivalasa révén egyarant csédkkenti a ren-
delkezésre 4116 Ca2+ mennyiségét (Ralph, 1983).

A fehérje kinaz C érdekes, kettds hatist fejt ki az intracel-
lularis Ca2+ koncentracidra. Forbol észterek, bizonyos Gjabb
eredlmények szerint, a Cai emelésére képesek (Klip és mtsai,
1984; Ware és mtsai, 1985; Erne és mtsai, 1987). E hatéast ideg-
sejteken is megfigyelték, ahol a Jelenséget a Ca2+ csatornak egy
olyan osztidlyanak aktivalisaval magyarazzak, amely nyugvd sejtek
esetén tel jesen zart allapotban van (Levitan, 1985). Ez a magya-
razat arra is fényt deritene, hogy miért valik a forbol észterek
okozta Cai ndvekedés észrevehetetlenné a komplexképzd sajatsagok-
kal rendelkez®&® Ca2+ indikator (quin2, 1d4. 4.4.1. fejezet) nagyobb
sejten beliili koncentricidi esetén.

A fehérje kinaz C agtivélédésa igen sok sejttipusban megakada-
lyozza a Cai kiildénsbsz¥ agonistédk altal kivaltott novekedését. E
hatdsat egyrészt a receptorfiiggl Ca2+ csatorna feltételezett

foszforilalasaval (gatlasaval), a receptorhoz kapcsolt GTP-k&té
fehérje inaktivalasaval, masrészt a plazmamembran Ca2+-ATPaz
aktivitasanak fokozasaval éri el (Nishizuka, 1986). A GTP-k&té

fehérje inaktivalasa a foszfatidil-inozitol bontasat végz8 fosz-
fodiészterazt szétkapcsolja az aktivalt receptortsl (1d4. 2.1.2.
fejezet). A fehérje kinaz C altal kézvetitett szabalyozas egy u-

Jabban leirt, érdekes esete szerint a fehérje kinaz C aktival ja
az inozitol-triszfoszfat (IPa) inaktivalisaban résztvevZ 5-fosz-
fataz enzimet. Igy az IP3 Jéval kevésbé lesz képes az endo-

plazmatikus retikulumban tarolt Cat felszabaditdsara (1d. 2.1.2.
fejezet; Putney, 1987).

Osszefoglalas

Az eddigiekbdl lathatdé, hogy a T limfocitik aktivacibjanak
kezdeti szakasza szamos elemi lépésre bonthaté. E lépések, az
aktivacidés mechanizmus kiildnbszZ alkotéelemei bonyolult kdlesdn-
hatasban A&llnak egymassal. E szerteidgazé rendszerr&l Jelenlegi
ismereteink alapjan eléggé mozaikszerd képet alkothatunk. A +to-
vabbi kutatdsok feladata az eddigieknél egyértelmiibben tisztazni,
hogy az aktivacié egyes lépéseil milyen sorrendbe allithatdk (il-
letve: felallithaté-e egyértelmll sorrend egyaltalan). E munka
soradn feltehetfen szamos lépésr8l fog bebizonyosodni, hogy a
limfocitdk aktivacidjanak nem oka, csak kisérgjelensége. Ugyanak-
kor minden bizonnyal sor fog keriilni jénéhdny, ma még nem ismert
folyamat beillesztésére is az aktivacid lépései kdzé. E kérdések
megvalaszoladsdhoz nagy segitséget nydjthat a kilonboz jelatvite-
li mechanizmusok kdlcsSnhatidsainak vizsgdlata. A jelatviteli
rendszerek koziil az utdbbi évek intenziv kutatdsai révén a (Ca2+-
fiiggl és a fehérje kindz C-hez kst&d¥ rendszerr6l vannak a leg-
részletesebb ismereteink.

22




NUKLEUSZ

2. dbra A Ca2+-fiigg8 jelétviteli rendszer és a fehér-
je kindz C k&lcsbnhatésai

Az Abran alkalmazott roviditések: DAG, diacil-glice-
rol; IP3, inozitol-triszfoszfat; IPz, inozitol-bisz-
foszfat; N, GTP-ks6t8 fehérje; PIPz, foszfatidil-
inozitol-biszfoszfat; PKC, fehérje kinaz C; Pl-C,
foszfatidilinozitol specifikus foszfolipaz C (foszfo-
diészteraz); R, T sejt receptor.

A Ca2+-fiigg8 jelatviteli rendszer és a fehérje kindz C mitksdé-
sének Osszefliggései vazlatosan a 2. &bran lathatdk. Osszefog-
laldan megallapithatjuk, hogy a megndvekedett sejten beltili Ca2+
koncentricid mind az enzim kdzvetlen aktivdlidsa, mind membrankd-
t5désének ellsegitése révén részt vesz a fehérje kinaz C aktiva-
cidjanak korai szakaszaban (1ld. 2.1.4. fejezet). A fehérje kinaz
C +tartdés aktivalédasa azonban a legtdbb esetben a sejten belili
Ca2+ koncentriacid csBkkenéséhez vezet. A Ca2+ koncentracid csok-
kenésének szamos mechanizmusat sikeriilt feltarni, azonban a fo-
lyamat teljes tisztazasa a jov8 feladata. A fehérje kindz C
aktivalt A&llapotat ilyen korilmények kozdtt még egy ideig a
diacil-glicerolok mennyiségének megemelésével tudja biztositanil
(1d. 2.1.4. illetve 2.2. fejezet). Tartés aktivadlédsdhoz azonban
mads mechanizmusok is sziikségesek lehetnek.
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3. CELKITHZESEK

A T limfocitédk aktividcidjanak kezdeti szakaszaban jénéhéany
masodlagos hirviv8 rendszer aktivalédik (igy példaul: Ca2+-figgd
rendszerek, fehérje kindz C 1tvonal, cAMP/cGMP rendszer,
arachidonsav kaszkad, lipid- és iondsszetételbeli valtozasok,
stb; 1ld. 2.1. fejezet. E rendszerek bonyolult k&lecsdnhatdsokban
dllnak egymassal (1d. 2.2. fejezet).

A mésodlagos hirviv8 rendszerek kdz5tti kdlcsdnhatdsok koziil
talan a sejten beliili Ca2t+ koncentracidé valtozasainak és a fehér-
Je kinaz C aGtvonal 6sszefiiggéseinek szentelték a legtdbb figyel-
met az elmilt években. A kisérleti adatok halmozddasaval az a
kezdeti elképzelés, amely szerint a sejten beliili CaZ+ szint
névekedése és a fehérje kindz C kdré szervez8d8 hirvivé rendszer
egymassal egyértelmien szinergista viszonyban allnak, mara meg-
dSltnek tekinthetd.

Jelenlegi képink szerint a fehérje kindz C szelektiv aktivato-
rai (diacil-glicerolok, forbol észterek) jelenlétében a sejten
beliil uralkodé nyugalmi Ca2+ koncentracid elegend8 a fehérje
kindz C teljes aktivalddasahoz, s8t az enzim (tartds) aktivaléda-
sa sok esetben a Ca2+ szigndl megszlinéséhez, néha a sejtprolife-
racié leadllasdhoz vezet. Ez az ellentmondasos kép szamtalan kuta-
técsoportot a lehetséges magyardzatok keresésére serkentett. Az
eddig feltart magyardzatok sokasdga a Ca2+ jel keletkezésének
szinte minden szakaszat feldleli (1ld. 2.2. fejezet) tovabb bonyo-
litva e jelenségek Osszefliggéseirsl alkotott képiinket.

A legutdbbi években néhiny olyan adat, feltételezés latott
napvilagot, amely arra utal, hogy a nehézfémionok (kiildndsen a
cink) mind a Ca2+ koncentracid valtozasait, mind a fehérje kinaz
C enzim mhkddését befolyasolhat jak.

(1) Egyre t5bb fehérje Ca2+-ktt8 helyér8l bizonyosodik be, hogy
nehézfémionok sokkal nagyobb affinitdssal képesek hozza k&st&dni,
mint a Ca2+ maga. Igy a nehézfémionok a Ca2+ kiszoritéséara,
helyettesitésére Lképesek ezen fehérjék esetén. Nehézfémek ksté-
dése esetén a fehérje konformédcidja azonban megvaltozhat, a ne-
hézfémionok nagyobb affinitdsa miatt az addigi reverzibilis

kotodés == fém-fehérje komplex bomlas

kozotti egyensuly ergteljesen a kotstt allapot felé tolddhat el.

E wvaltozidsok a fehérje funkcidjdnak mdbddosulidsihoz vezethetnek
(1d. 2.2. fejezet).

(2) A fehérje kinaz C enzim elsgdleges szerkezetének felderi-
tése sorédn Parker és mtsai (1986) egy (két?) nehézfém (cink)
kﬁtghely Jelenlétét feltételezték az enzim szabalyozd alegységé-
ben. Igy elképzelhetl, hogy nehézfém (cink) ionock e jelatviteli
rendszer mikddésének befolyisolasara is képesek.

r
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Ezen kisérleti +tényekb8l és feltételezésekbdl kiindulva az
értekezésben bemutatott kisérletekkel arra a kérdésre szerettem
volna valaszt kapni, hogy jatszanak-e valamilyen szerepet a ne-
hézfém (cink) ionok a Ca2+- é&s fehérje kinaz C-figgd jelatviteli
rendszer kdlcs8nhatasaiban.

A kémiadval kapcsolatos természettudomdnyok szinte egyik alap-
torvénye lehetne, hogy k&lcsdnhatids csaknem minden, tetsz8legesen
kivalasztott jelenségcsoport, anyagpar kdzdtt létrehozhatéd, ki-

mutathaté, csak a kelld (kellfen széls8séges) kdriilményeket kell
megteremteni hozza. Hogy kisérleti munkam ne egy er8szakolt el-

képzelés még er8szakoltabb bizonyitéasa legyen, vizsgalataim elséd
részében egy latszdlag fiiggetlen kérdésre kerestem a valaszt.
Amennyiben ugyanis a két vizsgialt (Ca2+- és fehérje kindz C
fiiggl) Jjelatviteli rendszer barmelyike a nehézfémionok 4&ltal
képes a masik rendszer milkdésének befolyasolasara, e Jjelenség
szlikségszerll velejardja kell, hogy legyen a nehézfémionok kon-
centriacidéjénak, eloszlasanak megvaltozdsa ezen jeladtviteli rend-
szer aktivalédsa esetén.

. as Vi . - - - .
Amennyiben a Ca2+-fliggd rendszer aktivaldsa soridn az intra-

cellularis Ca2+ szintet tulzottan emeljik, az el8z8ekben vazolt
fehérje-Ca2+ fehérje-nehézfém csere forditottja kdvetkezhet be,

és 1gy a nehézfémek eloszlasdban fizioldgidsnak igen kevéssé
nevezhetd valtozasokat kaphatunk. Az intracellularis Ca2+ szint-
nek szelektiv, kismértékii valtoztatasa alig megoldhaté feladat
akkor, ha Lkdzben azt szeretnénk, hogy a kisérlethez szikséges
segédanyagok, pl. Ca2+-kelatorok 8nmagukban ne vezessenek a ne-
hézfémionok sejten beliili Atrendez8déséhez. Ez magyarazza, hogy a
nehézfémionok megoszlasanak megvaltozasat csak a fehérje kinaz C
rendszer aktivAlAsa esetén vizsgaltam.

Mivel a fehérje kinadz C forbol észterrel +t&rtént szelektiv
aktivadladsa a nehézfémionok szamottevd atrendezddéséhez vezetett
(1d. 5.1. fejezet), masodik lépésként annak a kérdésnek a vizsga-
lataval foglalkoztam, hogy jatszanak-e a fehérje kindz C rendszer
aktivdlédédsdval mobilizAlt nehézfémionok valamilyen szerepet a
Ca2+-fiiggd jelatviteli rendszer gatlasaban.

E vizsgadlatokhoz két kérdést kellett el8zetesen tisztizni:

(1) meg kellett vizsgalnunk, hogy milyen hatéssal vannak a
nehézfémionok a sejten beliili Ca2+ szint meghatirozisara legin-
kabb hasznalt fluoreszcens technikdkra. (Ha a nehézfémionok kon-
centraciéja megvaltozik, a fent vazolt nehézfém/Ca kicserél&dés
kdvetkeztében a Ca2+ koncentricidjat meghatédrozd el jarasok pon-
tossagat komoly veszély fenyegeti.)

(2) Egy olyan kisérleti rendszert kellett kidolgoznunk, ahol
fehérje kinaz C enzim aktivilisa a sejten beliili Ca2* szint
emelkedés géatlasdhoz vezet. Ilyen fehérje kinaz C/Caz+ antago-
nizmusra az irodalomban szamtalan példa ismeretes. E kisérleti
rendszerekben azonban a sejten beliili Ca2+ koncentricid emelkedd-
sét antigének, mitogének, illetve mas fiziolégiads sejtaktivald
anyagok hozzdadasaval valtjak ki. Ilyen kdrilmények kdzdtt a
Ca2+-fligg8 rendszer aktivalédésdban szamtalan mechanizmus vehet

- - - = rr s
részt, amelyek gatlisa ugyancsak szamtalan okra vezethetd vissza.
Ezen gatlasi mechanizmusok nagyrésze a nehezfémek jelenlététol

ot I
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fiiggetleniil is bek8vetkezhet . Igy vizsgidlataimhoz e y olyan ki-
sérleti rendszert kellett keresnem, ahol a Ca2+-fiigegd jelatviteli
rendszert direkt médon, bonyolult mechanizmusok kézbeiktatisa
nélkiil lehet aktivalni. & rendszerben a nehézfémionok esetleges
hatdsa a "zavarés" mechanizmusok témegét8l fliggetlenitve, sokkal
inkabb kimutathatdéva valhat. A sejten beliili Ca2+ szintet (Cai ~-t)
kbzvetleniil és szelektiven Ca-ionoférok alkalmazdsaval lehet
emelni. Meg Lkellett vizsgélnom tehdt, hogy a fehérje kiniz ¢
enzim forbol észterrel tdrténZ aktivalisa képes-e a Ca-ionoférok

altal létrehozott sejten beliili Ca2+ szint ndvekedés visszafoga-

A kisérleti rendszer (forbol észter/Ca-ionofér antagonizmus a
Cai valtozasaban) kidolgozasa utan a nehézfémionok szerepét egy,
a sejten beliili, nehézfémekre specifikus komplexképzé (TPEN)
alkalmazasaval, azaz a nehézfémionok szelektiv elvonasaval vizs-
galtam meg. Kisérleteket végeztem a forbol észter/Ca-ionofér
antagonizmus mas magyarazatainak megerositésére, illetve kizari-
sara is.

Az eddigi vizsgalatok a fehérje kinaz C rendszernek a (Ca2+-
figgd jelatviteli rendszerre gyakorolt hatasaban a nehézfémionok
szerepére iranyultak. Az ismertetett vizsgalatok befejez8 résza-
ben e kérdés forditottjara: a nehézfémionok a Ca2+-nak a fehérje
kindz C-re gyakorolt hatasédban jatszott szerepére kerestem =&
valaszt.

A Ca2+ a fehérje kinaz C enzimet

-- aktivalja

== reverzibilisen k&ti a membréanokhoz és eziltal

-- "érzékenyiti" arra, hogy a pl. forbolészterrel kivaltott
stabil membrankstldés megvaldésulhasson.

Bemutatott kisérleteim befejezd részében a nehézfémionok (legin-
kadbb cink) e folyamatokban jatszott szerepét kivintam megvilagi-
tani .
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4. MODSZEREK

Megjegyzés: az éttekinthetgség kedvéért a médsze-
rek cimi részben sorolok fel néhany olyan mdod-
szertani Gjitast (a quin2-vel t8rtén& intracellu-
laris Ca2+ koncentracidémérés finomitéasa, 4.4.1.;
a fehérje kindz szolubilizalisa CHAPS detergens-
sel, 4.6.1.; és a 3H-forbol-dibutirat k5t8désének
mérése, 4.7.), amelyek az eredmények cimil. részben
is helyet kaphattak volna.

4.1. Sejtek izolalasa és sejtkultira elegyek

A nyGl (2 kg, him) és egér (CLFP, 6-8 hetes, him) timocitakat
Kleiman és munkatarsai (1984) médszere alapjan izolaltuk. R&vi-
den: az allatok timuszabdl Eagle MEM, illetve RPMI 1640 médiumban
laza livegpotter segitségével, a dugattyn 2-4-szeri fel-le hizoga-
tasaval sejtszuszpenzidt készitettiink. (A dugattya és a potter
fala kdzotti tavolsdg 1.5 mm volt.) A kot4szoveti tormeléket
steril gézen vald atszlréssel tavolitottuk el . 400 g-n, szobahé-
mérsékleten, 10 percen at tdrténd centrifugalads utidn a sejteket
kétszer mostuk Eagle MEM, illetve RPMI 1640 médiummal. A mosasok
utédn a sejtsiirliséget &ltalédban 5 x 106 sejt/ml értékre Allitottuk
be. Humé&n periférids limfocitakat Ficoll gradiensen vald centri-
fugdlassal kiildnitettiik el. Izolalasuk tovabbi lépései a timoci-
takéival megegyeztek.

Az iz0l4dlds utan a sejtek vitalitasat tripan kék kizarason
alapuldé vizsgalattal ellendriztiik. A sejtszuszpenzidé mindig 95 %-
nal t8bb (4ltaldban 98 %-nal t8bb) é18 sejtet tartalmazott.

Hosszabb (1 6radt meghaladd) inkubilasok esetén a sejtkultara
médiumot 10 mM Hepes-sel (pH 7.4), esszencialis aminosavakkal,
penicillinnel és streptomicinnel (100-100 U/ml) egészitettiik ki.

Fluoreszcencids mérések esetén a sejtkultara médium a Tsien
altal ajanlott, egyszeritisitett Hank-féle médium volt (Tsien és
mtsai, 1982/b). A médium Bsszetétele: 143 mM NaCl, 1 mM NazS04, 5
mM KC1, 1 mM NaH2PO4, 0.5 mM MgCl2a, 1 mM CaClz2, 5 mM glikéz és 10
mM Hepes (pH 7.4; médositott Hank-féle médium). Kiildéndsen quin?-
vel vald mérések esetén a médiumot a nehézfém-szennyezések elti-
volitdsa miatt chelex 100 gyantaval kezeltiik. Egy liter Ca2+ é&s
Mg2+ mentes médiumhoz (pH 7.4) 7 g chelex 100 gyantat adtunk. A
médiumot a gyantadval egy éjszakin At inkubaltuk 4 °C-on. A hasz-
ndlt gyantdt szliréssel tavolitottuk el. A CaClz, MgClz kon-
centraciot, a médium végleges térfogatadt és a véglleges pH-t
(7.4) a gyanta eltavolitadsa utédn allitottuk be. A “chelex 100
gyanta aktivalisa 0.1 M HCl, bideszt. viz, 0.1 M NaOH, bideszt.
viz., 1 mM EDTA, bideszt. viz és Ca2+ és Mg2+ mentes médositott
Hank-féle médiummal vald egymisutani mosassal tortént.
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4.2. Sejtfrakcidk izolaléasa

A limfocitakat 400 g-n szobahgmérsékleten, 10 percen at vals
centrifugdlads utdn 140 mM KCl-ot, 0.25 mM MgCl2-ot és 20 mM
Hepes-t (pH 7.0) tartalmazd iz0lald pufferben szuszpendaltuk 5 x
108 sejt/ml sejtslirfiség mellett. A fehérje kindz C-vel kapcsola-
tos mérések esetén az izolalé puffer 1 mM EGTA-t, 2 mM EDTA-t, 5
mM DTT-t és 20 mM Hepes-t (pH 7.4) tartalmazott . A sejtek felta-
rasa nitrogén kavitaciéval, egy Artisan (Farmingdale NY, UsA)
gyartmanya sejtfeltard edényben tSrtént a Resch és munkatarsai
altal leirt médszer szerint (Ferber és mtsai, 1972; Resch és
mtsai, 1981 és Kaever és mtsai, 1984). Differenciélcentrifugélés-
sal a limfocitak négy szubcellularis frakciéjat kiildnitettiik el:
a magfrakciét, a mitokondridlis frakcidét, a mikroszémakat és a
citoszolt.

A kiilsnbsz8 sejtfrakecidk lipid&sszetételét és szamos markeren-
zim aktivitasanak megoszlasat vizsgalva a kiilénbsz8 sejtfrakeidk
tisztasdgardl a kdvetkez¥ megallapitidsck tehetlk (Ferber és
mtsai, 1972; Resch és mtsai, 1981; Kaever és mtsai, 1884):

P . - % - f . .
(1) a magfrakcid csak 1gen csekély mennyiségll mitokondriumot,
lizoszémat és mikroszémat tartalmaz, e szennyezések a csak
- - - M -
részben feltdrt sejtekb®] szarmaznak;

(2) a mitokondridlis frakecid mitokondriumokbdl, lizoszémakbél
€s igen kis mennyiségil agegregalt mikroszémabél all;

(3% a mikroszémalis frakcid tilnyomé t8bbsége plazmamembran e-
redetu, kisebb része az endoplazmids retikulumbél szarmazik;

“ “ - y/ . - -
(4) a citoszol mentes minden mds szennyezd frakcistdl.

ségére korrigiltuk. Igy a két mérés altal meghatdrozott értékek
JO egyezést mutattak.

4.3 T limfocitak és sejtfrakcidik elemi Osszetételének
meghatarozéasa

4.3.1. Rontgenfluoreszcencia vizsgalatok

A rontgenfluoreszcencias vizsgalatok elve azon alapszik, hogy
nagy energiaja g-fotonoknakfegy adott elem atomjiba valéd Utkozése
esetén az elemre jellemzo (karakterisztikus) rontgensugarzas
keletkezik a K, illetve L héjrdl kilskstt (gerjesztett) elektron
Ures helyének Gjra vald betsltbdésével . Amennyiben az L héjrol
keriil vissza egy elektron a K héjra, a kibocsatott karakte-
risztikus rontgensugdrzast Ko -nak nevezziik, amennyiben a K héjra
valéd Aatugréds az M héjrél kdvetkezik be, a réntgensugarzas jele
Kp. v
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A rontgenfluoreszcencias vizsgdlatokhoz a 109 nyal timocitidbdl
szarmazdé magfrakciét 5, a t&bbi szubcellularis frakcidt pedig 1-1
ml izolaldé pufferben szuszpendadltuk. Az egyes sejtfrakcidkat
liofilizaltuk és szaraz tomeguk meghatdrozasa utan 0.1 mm vastag
polipropilén félidra helyeztiik 8ket. A "hattér" megfeleld korrek-
cidéjara az izoldld puffer azonos mennyiségeinek liofilizalasaval
készilt “"vak" mintdk szolgaltak.

A ¥-fotonokat
szolgaltatta,

egy 200 MBg radiocaktivitasa 1257 izotdp
a rdntgenfotonok érzékelésére egy Si(Li) félvezetd
detektort haszndltunk. Az adatokat egy NTA (EMG, Budapest gyart-
manyd) 1024 csatornds analizdtorral gydjtdttik. A spektrumck
felvételének &atlagos ideje 24 éra volt. Az egyes csucsokat a
vizsgalni kivant fémet tartalmazd etalon segitségével azonositot-
tuk.

Vizsgdlataim kezdetén kisérletet tettem a timocitidkban talilha-

té nehézfémek elektron-mikroprébas (EDAX) analizisére. Az EDAX
mérések esetén az elektronmikroszkdépban 1évE minta atomjaiban =
K, 1illetve L héjrél nem a Y-fotonok, hanem az intenziv elektron-

nyaléb 18ki ki az elektronokat. A karakterisztikus r®ntgensugir-
zds keletkezése a tovabblakban a rdntgenfluoreszcenciias mérések-
nél mondottaknak megfelel8en megy végbe. Egy EDAX spektrumot a 3.
abran mutatok be.

timocita Cu-Kgy
K-Kq
Cu-Kg
Na a
A i e
hattér
A Nt it s N et Pt e o\ \“~
+ ¢ . :
2 4 6 8
rontgen foton energia (keV)

3. abra Egér timocitak elemi Bsszetételének EDAX analizise

Az analizist egy JEOL 100B transzmissziés

roszkép

amelyhez

elektronmik-

"félvezetd Si(Li) detektor és egy KFKI ICA

Lathatd,

segitségével végeztiik,

tornas analizator kapcsoldédott (Siklés,

ik
egy EDAX 183B
70 4048 csa-
1983).

hogy a mérés soran Na, Mg,

B, 8; €L,

K és Ca jelenlé*

tét lehetett kimutatni.

A Cu Ka és Kp vonala a hattért8l

l\u grld—

tol) szarmazik. SBajnos a harakterlsztlkus rontgensugidrzasi spek-
trumokat csak 100 masodpercig tudtuk gylijteni. Tovabbi elektron-

bombazas hataS%ra a minta "elégett"” Ilyen kevés id& nem volt
azonban elegendoc a nehézfémek kimutatéséra, igy az EDAX vizsgala-
tokat a tovabbiakban nem folytattam. >
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4.3.2. Plazma emisszidés spektrofotometria

Plazma emisszibds spektrofotometrias wvizsgalatok esetén a
vizsgilt minta porlasztias utdn egy plazmafaklyaba keriil. A ger-
jesztésnek e médja minimalizdlja a matrixhatdst és lehetlséget
teremt arra, hogy a Rowland-kérdn elhelyezett +t8bb tucatnyi
fotoelektron-sokszorozd segitségével tdbb tucatnyi elem mennyisé-
gét lehessen egyszerre, egy mintabdél meghatarozni.

A plazma emisszids mérésekhez a nyal timocitakat, illetve az 5
x 10% sejtbdl izolalt szubcellularis frakcidkat az izolald puffer
megfeleld mennyiségeiben szuszpendadltuk. A timocitdk sejtslrlisége
5 x 108 sejt/ml volt, a magfrakcidt 5 ml, a mitokondridlis és
mikroszdémalis frakcidét 1-1 ml izolald pufferben szuszpendaltuk. A
mintdkat liofilizaltuk, majd 2-2 ml cc HNO3s hozzédadidsa utan kvarc
csovekben 120 °C-on 2 6ran keresztiil roncsoltuk. A mintdk térfo-
gatat desztillalt vizzel 5 ml-re egészitettik ki, majd az elemi
tsszetételilket egy I1CAP-9000 ICP spektrofotométer (Fisher
Scientific Co., USA) segitségével hataroztuk meg.

Az adatokat a magfelelg "vak" mintdk értékeire korrigaltuk. A
"vak" mintdk az i1izolaldé puffer azonos mennyiségeinek liofili=zala-
saval és roncsolasaval késziiltek. A citoszolhoz késziult "wvak"
minta esetén az izolald puffert végigvittik az izolidlas &sszes
lépésén, az esetleges szennyezbdések korrekcidja végett. A "vak"
minté&kbdél szarmazd korrekcid soha nem lépte tGl az adott elem
Osszes mennyiségének 10 %-at. E szabaly alél harom kivétel add-
dott. Vas esetén a korrekcidé kb. 50 % volt a HNO2 viszonylag
magas vastartalma miatt. Ca és Mg esetén a korrekcid rendre 10-20
%-nak, 1lletve 40-80 %-nak addédott az 1izo0laldé puffer CaZ+
szennyezései, 1lletve Mg2+ tartalma miatt.

4.4. A k&Alcium ionok koncentrécidéjénak és transzportjénak mérése
4. 4.1. Az intracellularis Ca2+ koncentréacid meghatérozésa

Az elmalt tiz-tizendt évben a kalcium ionok sejten beliili
koncentracidéjanak meghataroziaséra joénéhédny, igen érzékeny mdd-
szert fejlesztettek ki. A legismertebbek kozilik a lipidoldékony
fluoreszcens probadkat, pl. klértetraciklint alkalmazdk (Caswell,
1971), a metallokrém indikadtorokon, pl. Arsenazo-IIlI-on alapuldk
(DiPolo és mtsai, 1975), a Ca2+ hatdsara lumineszkald fehérjéket,
pl. aequorint alkalmazé eljaradsok (Ashley és Campbell, 1873;
Blinks és mtsai, 1980; Cobbold és Rink, 1987). Azonban egyik
felsorolt médszer sem igazan alkalmas kisméreti sejtek, pl. lim-
focitdk sejten beliili Ca2+ koncentricidjinak meghatarozasiéra. A
klértetraciklin a Ca2+-nak a membranhoz kotoétt részét mutatja ki,
a mbdszer Jobbara csak kvalitativ értékelésre alkalmas, az
észlelt valtozasok a citoszolikus szabad Ca2+ szint valtozasaival
komplementer viszonyban &llnak. A felsorolt mésik harom mdédszer
esetén a sejtmembrant legaliabb adtmenetileg meg kell nyitni, hogy
a membradnon egyébként &t nem haladé molekula (Arsenazo-III,
aequorin), illetve eszkdz (mikroelektréd) a sejt belsejével
érintkezésbe Lkeriilhessen. Mivel a sejten kiviili tér és a sejt
belseje kozott a Ca2+ koncentracidgradiense kb. négy nagysag-
rendnyi, a legkisebb membransériilés nagy valtozasokat okozhat a
sejt Ca2+ homeosztiazisaban.
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A fluoreszcens kelatoroknak (quin2, fura-2) és acetoximetil
észteriknek kifejlesztése Roger Y. Tsien és munkatdrsai nevéhe
flz8dik (T51en, 1980; Tsien, 1981; Tsien és mtsai, 1982/a-b;
Grynkiewicz és mtsai, 1985). E keldtorok Ca2+-komplexének kvan-
tumhatasfoka és igy fluoreszcenciaja a szabad, Ca2+-mentes forma
fluoreszcencidjanak sokszorosa. Fura-2 esetén a Ca2+-komplex
gerjesztési maximuma is eltoldédik a szabad formaéhoz képest. E
kelatorok tulajdonképpen az EGTA szdrmazékainak tekinthet®k, ig
polikarbonsavak. (A quin?2 négy, a fura-2 6t karboxilcsoporto
tartalmaz, 1d. 4. &bra.) Ahhoz, hogy a polaros vegyiiletek a
sejtmembranon keresztil jussanak, apolaros szarmazékaikat, tetra-,
illetve penta-acetoximetil észteriiket kellett el8allitani (14. 4.
dbra). Az észteresitett formidt a sejtbejuttatas utdn aspecifikus
észterazok elbontjak, a Ca2+-érzékeny POllkarbOﬂEdV visszaképz8-
dik és polaros molekulaként a sejt belseJebol kijutni nem tudvan,
a sejten beliil feldasul. Igy a szellemes mddszer nemcsak egy
polaros molekula sejtbejuttatiasara alkalmas, hanem az acetoxi-
metil észter segitségével az indikatornak a sejten beliili kb.
100-szoros feldiasuldsa is elérhetd.
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4. &bra A sejten beliili Ca2+ koncentrécié quin2, illetve
fura-2 indikatorok segitségével t8rtén8 meghatirozasa-
nak elve

Fura-2 indikatorral t&ltott egér timocitdk fluoreszcencidjat
mutatja az 5. &bra. Az abrabdél lathatd, hogy a sejtek fluoresz-
cencidjanak intenzitadsa nem egységes. Ez az egyes sejteken beliil
uralkodé Ca2+ koncentricid kiildnbdz8ségére utalhat. Az eloszla
pontosabb jellemzésére a fejezet tovabbi részében ismertetendg
dramlasi citometrikus vizsgalatok soran keril sor.
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5. dbra Fura-2-vel t31tétt egér timociték

Az indikatorral vald feltsltést a fejezetben leirtazk
alapjan végeztitk. Az &bréan lathatd felvételt egy Leitz
Panfoth fluoreszcens mlkroszkoppal készitettiik UGl ger-
jesztési és VGY emisszids szurdk mellett.

A sejtek feltbltése a Ca2t-érzékeny fluoreszcens indikiAtorral

Ahhoz tehat, hogy e fluoreszcens indikdtorok barmelyikét a
sejtbe Jjuttassuk, a sejtet acetoximetil észteriikkel (quin2/AM,
illetve fura-2/AM) inkubdlnunk kell. Az acetoximetil észtereket
dimetilszulfoxidos (DMSO) +tbrzsoldatbdl szokds adagolni (a
torzsoldat koncentracidja quin2/AM esetén 10-50 mM, fura-2/AM
esetén 1-5 mM k&zdtt mozog). Mivel az észterek végsO koncentri-
ciéja soha nem haladja meg a 100 (fura-2 esetén a 10) pM-t, a
DMSO végkoncentracidja 0.1-1 térf. % kozdtti értékeket vesz fel.
A DMSO 1lyen koncentréacidk esetén alig, vagy egyéltaldn nem
toxikus, sOt 10-100-szor ekkora koncentracidkban (10-20 térf. %-
ban) a limfocitdk fagyasztva taroléasédnal gyakran alkalmazott
Vedoanyag (Gray és Golub, 1984). Mindazonédltal 1-2 térf. %-nyi
DMSO szamos leukémiéas SeJttipus, igy HL-60 sejtek (Collins é&s
mtsai, 1879), walamint Friend sejtek (Mitsuse és Oishi, 1885)
differencidlédasédhoz vezet. Ezek a megfigyelések is hangsalyozzik
a csak dimetil-szulfoxiddal kezelt kontroll mintdk sziikségességét
akkor, ha a tervezett mérések sorédn a sejten beliili Ca2+ koncent-
racid meghatdrozasan kiviil méds adatokra is kivancsiak vagyunk.

Az indikator acetoximetil észtere végkoncentracidjinak megvi-

lasztasdndl is oOvatosan kell eljarni. A 6. abra kiilénbsdzd
gquin2/AM koncentra01onal elvégzett mérések eredményeit mutatjia.
Az Abra A részébll leolvashato, hogy a sejten beliili quin?2 kon-

centridcid csak a 10 és 40 uM kozdtti quin2/AM  koncentracidotarto-
manyban linearis fliggvénye az alkalmazott quin2 acetoximetil
észter koncentracidnak. A gdrbe 40 pM quin2/AM koncentracido fe-
lett fokozatosan letdrik. E jelenség oka abban kereshet®, hogy a
gquin? acetoximetil észter hidrolizise sordn észterkdtésenként két
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6. dbra A sejten beltlli quin2 (A) és Ca2+ (B) koncentrécié
fiiggése az inkubédlas sorén alkalmazott quin2/AM
koncentracidjatol

A nyal timocitdkat quin2/AM-rel inkubalva az acetoxime-
til észter végkoncentricidojat a feltiintetett értékekre
allitottuk be. A sejten beliili quinZ2/AM koncentricidt
3H-quin2/AM segitségével hataroztuk meg. A nyal timoci-
tak sejten Dbelili +térfogatat 158 fl-nek vettik
(Eurenius és mtsai, 1969). Az intracelluldris Ca2+
koncentraciét Tsien és mtsai (1982/b) alapjdn szémol-
tuk. A rész: sejten beliili quin2 koncentracid (x). Az

adatok harom mérés atlagértékei + SD. B rész: a sejten
beliili Ca2+ koncentricidé az intracelluldris nehézfém
kelator, TPEN tavollétében (x—x), illetve hozziadasa
utdn (e---e). A TPEN végkoncentracidja 20 pM veolt. Az
adatok harom kiilonialld kisérletsorozatbdl szarmaznak

(Csermely és Somogyi, 19887/b).

molekula ecetsav (egy a quin2-hdz kotdétten és  egy szabadon),
valamint egy molekula formaldehid keletkezik. A formaldehid na-
gyobb koncentracidban sejtméreg, de mar kis mennyisége is szamot-
tevdoen csdkkenti a sejt redukalt glutation tartalmat (Jones és
mtsai, 1978). Ebb8l kévetkezben a sejteket nem lehet guin2-vel
korlatlan mennyiségben feltdlteni (Tsien és mtsai, 1982/b;
Hesketh és mtsai, 1983; Rink és Pozzan, 1985 valamint Abboud és
mtsai, 1985).

A sejten beliili guin2 koncentriacid tulzottan magas értékeinek
bedllitasa mar csak azért sem ajanlatos, mert a quin2 komplexkép-
z8 +tulajdonsagi. Magas intracelluldris koncentricidja esetén a
sejten beliil a nativ allapothoz képest rendkiylil megndvekedett
Ca2+-pufferolé hatas érvényesiil, amely a kilénbsz8 agonistik
adltal okozott intracelluldris Ca2+ szint valtozédsokat igen le-
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csékkenthéti, adott esetben észrevehetetlenné teheti. FE= legin-

kdbb fura-2-vel, illetve aequorinnal parhuzamosan végzett kizér-
letekb8l dertilt ki, ahol a masik két indikator olyan Ca2+ tran-
zienseket is kimutatott, amelyek érzékelésére a quin?2 nem volt

képes (Johnson és mtsai, 1985; Pollock és mtsai, 1986; Goligorsky
és mtsai, 1986; Erne és mtsai, 1987).

A 6. &bra B része az intracelluldris quin2 koncentraciénak a
quin2/AM koncentracidjatél valsd fliggését mutatja be. A kapott
intracellularis Ca2+ koncentricid értékek 1 mM-os intracellularis
QuinZ koncentracié (20 uM-os quin2 acetoximetil észter koncentra-
cidé) alatt ergteljes csbkkenést mutatnak. E csékkenés latszdéla-
gos: az oka a sejteken (nynl timocitdkon) beliili, intracellularis
nehézfémion tartalom. A nehézfémionok affinitdsa a quin2 indika-
torhoz a Ca2+ ionok affinitdsanal t3bb nagysagrenddel nagyobb. A
quin2 nehézfémekkel képzett komplexe fluoreszcenciara képtelen,
igy a nehézfémionok kioltjik a Ca-quin2 komplex fluoreszcencidjat

(Hesketh és mtsai, 1983 és 5.2.1. fejezet). E fluoreszcencia-
kiolté hatds kis quin2 koncentricidk esetén (értelemszeriien)
jobban érvényesiil. A quinZ fluoreszcencia ezen esetekben a sejt-

permedbilis, nehézfémionokra szelektiv komplexkéng, TPEN (Arslan
és mtsai, 1985) hozzaadasaval a "normalis"” értékre visszaalit-
haté, mint ahogy azt az abra B részén a szaggatott vonallal
Osszekttott mérési pontok is igazoljédk. E méréseink meger8sitik
az Arslan és munkatarsai (1985) adatait.

Osszefoglaldan megalla ithatd, hogy az intracelluliris guin?
konce%trécié viszonylag szuk tartominyaban varhatok zavarmentes,
hihet® mérési adatok. Ez a koncentracidtartomany T limfocitak

esetén 1 és 3-4 mM kozé tehetd:

Fura-2 indikidtor esetén a kiinduléasi acetoximetil észter kon-

centracié megvalasztasa jéval kisebb problémat okoz. A fura-2
indikator kvantumhatasfoka a quin2-ének kb. tizszerese
(Grynkiewicz és mtsai, 1985). Emiatt tizszer kisebb koncentrici-

6kban is szamottevd fluoreszcencidval rendelkezik. Igy fura-2
esetén a quin2-nél emlitett toxikus, illetve Ca2+-pufferold hati-
sok csak igen kis mértékben Jelentkeznek. Az indikdtor a nehézfé-
mekre kevésbé érzékeny, mint a quin2 (Grynkiewicz és mtsai, 1985;
Cobbold és Rink, 1987 valamint az 5.2. fejezet), igy kis koncen-
tracidéi esetén sem kell szamolni a nehézfémek fluoreszcencia-
kiolté hatédsaval. Ujabban megjelent kdzlemények a fura-2 rész-
leges hidrolizisérgl, illetve kiilénb5z8 membranokkal vald aggre-
gadl6dasardl szamolnak be (Highsmith és mtsai, 1986; Scanlon és
mtsai, 1987; Cobbold és Rink, 1987). Mindezidaig azonban e jelen-
ségeknek a kezdeti fura-2 acetoximetil észter Lkoncentriacidétsd
valé fliggése nem tisztazott.

Az intracelluléaris indikator koncentracié bedllitédsa a kiin-
dulési indikator acetoximetil észter koncentricid és a sejtslirf-
ség flggvénye. E paramétereken tal az inkubalds (feltdltés) id¥4-

tartaménak megvilasztasa is fontos tényezg lehet.

A quin2 acetoximetil észter hidrolizisének idgfuggését a 7.
dbra mutatja be. A felszabadult quin2 mennyiségét a quin?2 ace
oximetil észterre jellemz8 425 nm-es emisszidés maximum é:-
quin2-re jellemz8 492 nm-es emisszids maximum fluoreszcenciaari
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7. dbra A quin2 acetoximetil észter hidrolizisének
id8ftuggése kildnbsz8 sejtkoncentricidk esetén

A quin2 acetoximetil észterrel tdrténd inkubalis soran
a nyal timocita szuszpenzidébdl a feltiintetett id&pon-
tokban alikvotokat vettiink. A kezdeti quin2/AM koncent-
racidé 20 uM volt. Az egyes alikvotok fluoreszcencidjat
425 és 492 nm emisszidénal mértik. A felszabadult quin?2
mennyiségét e két fluoreszcencia arédnyabdl szamoltuk, a
tiszta quinZ acetoximetil észter 425/432 {fluoreszcen-
ciaardnyanak 4.0-et, a hidrolizdlt quin2-ének pedig
0.6-ot tekintve. A sejtsiirliség 5 x 106 sejt/ml (e), il-
letve 5 x 107 sejt/ml (x) volt. Az &bra B részén fel-
tintetett értékek mérése elétt a sejteket 100 uM digi-
toninnal permeabilizdltuk. Az adatok héarom, eredményei-~
ben hasonlé kisérlet egyikének mérési eredményei (Cser-
mely és Somogyi, 1987/a-b).

nydbél lehet kiszamitani (Tsien és mtsai, 1982/b). Az &bra A
részébll leolvashaté, hogy T limfocitdk esetén 45 percig torténd
37 °C-os inkubdlas elteltével a hidrolizis kb. tel jesnek mondha-
t6. Ugyanakkor az alkalmazott quin2 acetoximetil észter koncent-
récié (20 pM) esetén 30 percnél kevesebb inkubdlas 1 mM-nal
kisebb intracelluldris quin2 koncentriacidhoz vezet (vd. a 8. ab-
raval), ahol a quin2 fluoreszcencia az intracellularis nehézfim-
ionok &ltal eltorzitott. Igy az adott kisérleti kériilmények
zott a 45-60 perces inkubidlasi id8 bizonyult optimalisnak.

- - - M . wiicg Ao oy . i
A 7. &bra A részébdl az is kitlnik, hogy a quin2 acetoxime
észterének hidrolizise soran a hidrolizis sebességét a se
. - & 1/ - - . » .
Szuszpenzlo surusege nem befolyasolja. Amennyiben a sejteke

-+

quin2/AM hozzdadasa el8tt digitoninnal lizaltuk (ld. a 7. &bra
részén) a hidrolizis sebessége jéval kisebbnek bizonyult 5 x 1
sejt/ml sejtslrlségnél, mint 5 x 107 sejt/ml-es, azaz tizszere
sejtkoncentricid esetén. A sejtszuszpenzid lkoncentricidian
valtozasaval természetesen az adott sejtmennyiségre jutd digi
nin koncentraciéja is vAltozik. Ez azonban a kisérlet eredményé
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nem befolyasolja, ugyanis igen hasonld adatokat kaptunk 10 puM,
illetve 1 mM digitonin alkalmazasa esetén 1is (nem bemutatott
adatok).

Mi l:het a magyarazata az észlelt kiildnbségeknek? Az aspec
fikus <‘szterdzok digitonin &ltal okozott denaturicidja aldpjél
kﬁlénbguﬂek nem magyarazhatdk, hiszen az észlelt kiillSnbsége
hasonléax voltak a digitonin koncentracidjanak nagysagrendi val
tozasali esetén 1is. Ha ép sejtek esetén a quin2 acetoximeti
észter megoszlasa a sejten kivili és a sejten beliili tér kdzdtt
egy gyorsan bedlld egyensiulyként jellemezhet8, akkor a quin2/AM
az észterazokhoz kdzeli, 1lokalis koncentricidja nem sokat valto-
zik a digitoninos permeabilizdlis soréan. Ez esetben az észterazok
"felhigulasa" a hidrolizis sebessegcsokkenesenek Jo magyarazatat
adja. Ha viszont az ellenkez8 eset 411 fenn: ép sejtek esetén nem
a quin2 hidrolizise, hanem felvétele a sebességmeghatirozd folya-
mat, akkor a permeablllzaldssal ugrasszeriien megné az észterazok
altal elérhet8 acetoximetil észterek mennyisége és 1gy a hidroli-
zis sebességének is novekedni és nem csdbkkenni kellene.

a
k
1

A 7. Abrabél az is kitllnik tehat, hogy a quin2 acetoximetil
észterének hidrolizise sordn egy viszonylag gyorsan beidlld meg-
oszlasi egyensulyt egy sebességmeghatirozd észterhidrolizis ki-
vet. E kisérlet igazolja Rink és Pozzan (1985) korabbi, szintén
az észterhidrolizist sebességmeghatarozdé lépésnek gondold felté-
telezését.

Fura-2 indikator esetén az acetoximetil észter hidrolizise a
tizszer kisebb végkoncentricid miatt mar 20 percen belill teljes-
nek mondhaté (nem bemutatott adatok).

Az alabbiakban az eddigi tapasztalatok hasznositéasaval a lim-
focitédk fluoreszcens indikatorokkal vald feltdltésének egy szoka-
sos menetét adom meg:

az 5x 107 sejt/ml sejtslrlségii limfocitakat 37 °C-on 20 percen
a4t inkubaltuk az indikétor acetoximetil észterével mdédositott
Hank-féle médiumban. A quin2/AM é&s a fura-2/AM végkoncentriacidja
rendre 20-30, illetve 1-4 puM volt. QuinZ2 esetén az inkubalast 20
perc utdn is folytattuk 5 x 108 sejt/ml sejtstirlségnél a 60. perc
eléréséig.

Fluoreszcenciamérés

Az acetoximetil észterrel t&rténd inkubilas utin az indikateor
feleslegben maradt acetoximetil észterét, valamint az extracellu-
laris szabad quin2- t, illetve fura-2- t a sejtek lecentrlfugala—
saval tavolitottuk el (400 g, 10 perc svobahomersekleu). A
fluoreszcenciamérésig a sejteket Gjra szuszpendqlvd 25, illetve
37 °C-on taroltuk. A taroléas soran (kiiléndsen 37 °C-on) a sejten
beliili szabad indikator fluoreszcencidja a mérés soran irrealisan
magas intracellularis Ca2+ koncentracidértékeket eredményez.
Ezért az elszabadult, extracellularis indikatort kdzvetleniil a
mérés eldtti uaracentrlfugaldssql /szuszpendalassal tavolitottuk
el. Az extracelluldris quin2, illetve fura-2 kimutatésira Hesketh
és munkatérsai (1983), valamint Pollock és munkatarsai (1888)
médszerét alkalmaztuk. =Ep, indikatorral t31tstf sejtekhez 10-20
uM-os koncentraciéban Mn2+ ionokat adtunk. Az indikdtor fluo-
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reszcencidjdnak a hozzdadast kdvetd azonnali zuhandsa az extra-
cellularis szabad indikdtor mennyiségével aranyos. E vizsgalat az
extracellularis indikator fluoreszcencidjadnak korrekcidként vald
szamitasbavételére is alkalmas velt. (Ez kildndsen azokban az
esetekben bizonyul fontosnak, amikor az extracelluldris térrel
bsszekdttetésben 1év8 indikator mennyisége centrifugdléssal el
nem tavolithatd; kotdtt.) A felszabadult extracellularis indika-
tor mennyisége soha nem haladta meg a teljes fluoreszcencia 5 %-

at. Amennyibﬁn” azonban ez az érték a 2 %-os hatar f6lé emellke-
dett, az elozoekben emlitett 1WOjracentrifugaléasi/szuszpendialiasi

lépést alkalmaztuk.

A fluoreszcencia méréseket Varian 8F-330 (USA), illetve Jobin
Yvon Spectrofluo JY3 (Franciaorszag) készlilékekkel végeztiik. Az
excitdcids/emisszidés hullédmhossz quin2 esetén 3389/492 nm, furza-2

esetén 340/510, illetve 380/510 nm volt. Az alkalmazott K rések 4
nm-esek voltak. A mintdkat 1 cm-es, négyzetes, 37 °C-on termosz-
talt kvarc kiivettdkban vizsgiltuk.

A fluoreszcencia értékeket mind a minta higulédsara, mind a
hozzadadott anyagok autofluoreszcenciajara, 1illetve fényszorasnd-
veld hatdsaira korrigaltuk. (Az utébbi értékeket fluoreszcens
indikdtor nélkiili, csak DMSO-val inkub&lt minta vizsgalataval
hataroztuk meg.)

A vizsgalni kivadnt anyagok hozzdadasa utéan minden mintat az
intracellularis Ca2+ koncentracidé kiszamitadsdhoz kalibralni kell.

A kalibracid soran a mintaban 1év8 quin2, illetve fura-2 fluo-
reszcencidjat legalabb két ismert Ca2+ koncentra01onal kell meg-
mérni. Célszerien az egyik érték a kiils8 kézeg mM-os Ca2+ kon-
centriaciéjanidl mutatott maximdlis, a masik érték a nM-os CaZ+t

koncentricidé esetén mutatott minimédlis fluoreszeenciaszint lehet.

Ahhoz, hogy a sejtbe juttatott quin2, illetve fura-2 az alta-
lunk beallitott (sejten kiviili) Ca2+ koncentraciét mutassa, a
sejteket permeabilizéalni kell. A 8. a&abran 1onomlcln, A23187,
X637-A (Lasalocid-A), digitonin és Triton X-100 névekv® konCcn+—

ridcidéinak a quin2 fluoreszcencidjara gyakorolt hatasidt mutatom
be.

A 8. A&bréan lathatd adatokbdl az alabbi kovetkeztetéseket von-
hatjuk le:

(1) az Xb37-A ionofér nem alkalmas a Ca2+ koncentracid mérés
soran sziikséges sejt-permeabilizdlasra, hiszen legkisebb hatékony
koncentracidja (azaz auon koncentraCLOJa, ahol a sejten belili
Ca2+ koncentracid egyenlévé valik a kiilsd mM - os Ca2+ koncentra-
cidval) esetén autofluoreszcenciéaja oqszemerhpto, illetve megha-
ladja a quin?2? 8sszes fluoreszcenciijat (8. Aabra, illetve nem
bemutatott adatok);

(2) az ionomicin, A23187, digitonin és Triton X-100 legkisebb
hatékony koncentracidéja rendre 50 nM, 200 nM, L pM &z 200 puM
(0.012 sGly %) mddositott Hank-féle médiumban, 5 x 106 sejt/ml

& o - -
sejtsuruség esetén. Meg kell, hogy egyazzen, ez az érték nagy-
mértékben flugg az alkalmazott se;tsurusegtol és a sejtkultira
elegy esetleges hidrofdb 3ssztev8it8l. Szérummal, illetve marha
szérumalbuminnal kiegészitett médiumok esetén a legkisebb haté-
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8. abra T limfocitdk permeabilizdlésa kiil5nbdzd ionofdrokkal
és detergensekkel

A quin2-vel t8ltdtt nyGl timocitdkhoz kiildnbdz8 koncent-
racidkban ionomicint (x), A23187-et (o), X537-A-t (m),

.digitonint (O) és Triton X-100-at (o) adtunk. A Ca-

quin2 komplex szdzalékos aranydt a 3-5 perc utan mért,

dllandésult fluoreszcencia értékekb8l Tsien és munka-

tarsai (1982/b) mddszere alapjan szamoltuk. A Triton X-

100 atlagmélstlyat 620 D-nak vettiik. A quin2 sejten be-

1liili koncentracidja 3 mM volt. Az értékek hiarom mérés

atlagértékei + SD (Csermely és Somogyi, 1987/b).

kony koncentracid értékei akar az itt megadottak tiz-, sOt szaz-
szorosat is elérhetik.

Az indikatorok fluoreszcencidja kalibrdlasidnak és a sejten
belili Ca2+ koncentricidé kiszamitiésanak két mddszere ismeretes. A
Tsien és munkatarsal (1982/b) &ltal alkalmazott médszer szerint a
quin2-t el8szdr detergens- permeabilizalassal hozzuk egyenstlyba a

sejten kivili, 1 mM-os Ca2+ koncentracidéval, majd a nM-os CaZ+
koncentraciét EGTA hozzdadasaval és a pH (Tris laggal tdrténd)
8.0-8.5-re vald eltolasaval allitjuk be. Hesketh és munkatidrsai

(1983) médszere szerint a quin?2 maximdlis fluoreszcenciiajat Ca-
ionoférok segitségével érjik el, a rendszer autoflucreszcenciajat

pedig Mn2+ ionok hozzdadasaval hatarozzuk meg, amelyek az el8z%4-
ekben ismertetett mbédon kioltjdk a Ca-quin?2 komplex flucreszcen-
cidjat. A kalibréacids eljarias e két mdédszerével analdg el jariasok

szlilettek fura-2 indikator esetén is (Grynkiewicz és mtsai, 1985;
Pollock és mtsai, 1886).

e
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9. abra A quin2 és fura-2 mérések kalibralasa
(szemléltetd abra)

A hozziadott anyagok szokisos végkoncentriacidi: digito-
nin, 10 pM (vagy A23187, 200 nM); Ca-DTPA, 100 M (vagy
Ca-EGTA, 250 nM);  EGTA-Tris, 5 mM EGTA + 10 mM Tris
(vagy MnClz2, & rM). A fluoreszcencia Jelek a minta hi-
gulasara korrigiltak.

A kalibréiciéds eljarids e két méd janak illusztrélasat a 9. adbra
szolgalja. Az 4&bra A részén a quin? fluoreszcenciéjénak Tsien-
féle kalibraciéja lathats. A sejten beliili (a2+ koncentracisd
értékét ezen esetben a

Cai = 115 (F’*F’min)/(F’max*F’) (nM)

egyenlet alapjan lehet kiszdmolni (Tsien és mtsai, 1982/a-b). Az
egyenletben F’ az aktuilis fluoreszcencia korrigalt értéke, F'max
€s F'min rendre az elérhetd fluoreszcencia maximum, illetve mini-
mum értékének korrigilt formaja. 115 a Ca-quin2 komplex disszoci-
acidés 4Allandédja nM-ban. Az egyes fluoreszcencia értékeket az
autofluoreszcenciéra, az extracelluléris indikatorolk mennyiségére
€s a nehézfémekre kell korrigalni. Mivel a digitonin masodilk
hozziadisa esetén (1d. 9. &bra A része) az észlelt fluoreszcencia
valtozds mar csak az autofluoreszcenciibsl szarmazik, Ki az auto

fluoreszcencia*véltozés J6 becslését adja. (A médszer ilyen mddo-
sitdsaval nincs sziikség a csak DMSO inkubilt "autofluoreszcencia-
kontroll" vizsgadlatara.) Kz a sejten kiviili indikator mennyiségé-
nek figyelembevételére szolgald korrekcids faktor. E két korrek-
cid figyelembevételével = 9. &bra A részén szerepld fluoreszcen-
cia értékekbdl a sejten beliili Caz2+ koncentracis kiszamitasanal

-
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hasznalhatdé, a fenti egyenletben szereplg értékeket a kdvetkezl-
képpen kaphatjuk:

F’ = F - Kz

F’min = Fmnin - 2 Ki

F'max = Fmax - K1 - K2
A Ca-DTPA hozziadésdra a nehézfémionoknak az 5.2. fejezetben
részletezend8 zavard hatéasa miatt van szilkkség. A DTPA nehézfémel-
re specifikus komplexképz8, Ca-komplexe a quin2-vel komplexet

képzett nehézfémeket Ca2+-ra cseréli.

A Hesketh-féle kalibralasi el jaras soran (Hesketh é&s mtsai,
1983) a detergenst Ca-ionoférral, az EGTA-Tris keveréket MnClz -
dal kell helyettesiteni. A nehézfémek korrekcibdjara szolgdld Ca-
DTPA 1épés a minimdlis fluoreszcencia meghatidrozasatsél - drtelem-
szerlien csak elkiilénitetten végezhet8 (a Mn2z+ is nehézfém). A Mn-
quinZ2 komplex kismértékil fluoreszcenciidja miatt a sejten beliili
CaZ+ koncentracié meghatirozasara az alabbi képlet szolgal:

Cai = 115 (F' - F'min- 0.16(F’'max-F’min))/(F’max-F’) (nM)
ahol a vessz8s értékek értelmezése a fentiekkel megegyezd.

Fura-2 indikator esetén a kalibracids eljards a quin2-ével
megegyez® abban az esetben, ha csak 340 nm-en gerjesztettiik a
vizsgdlt mintdkat. A kalibralds menetéb&l a nehézfémek hatiasanzak
vizsgalata (Ca-DTPA hozzdadadsa) elhagyhatd, az egyenletekben
pedig a Ca-quin2 komplex disszocidcids allandéjaul szolgalé 115
nM 226 nM-lal (a Ca-fura-2 komplex disszocidciéds dllandéjaval)
helyettesitendd.

A 9. abra B része egy olyan fura-2 mérés kalibré&lési el jardsat
mutatja be, ahol a Ca2+ mentes indikator (szabad fura-2) 380 nm-
en mutatott fluoreszcenciajat is kdvetjiik. Ez esetben a sejten
beliili Ca2+ koncentricidé kiszamitasara szolgdld képlet a kdvetke-

'l . . - .
20 (Grynkiewicz és mtsai, 1985):

Cai :K%R’ = R'min)/(R’max - R’) Raso (nM)

ahol az egyes értékeket a 9. &bra B részében szerepl8 adatokbél a
kévetkez8képpen kaphat juk:

R’ = (Faa0 - Kz)/ Faso

R’min = (F340,min- 2 K1)/(F380,min - Ka)
R’max = (F340,max‘ K1 - KE)/ F380,max
R’380 = (F3so,min- K3)/ Fa80, max

A fura-2 kalibrédlisédnak e médszere az el&z&nél lathatdan sockkalta
bonyolultabb. Alkalmazidsa mégis szamos elénnyel jir abban az
esetben, ha a sejten beliili Ca2+ koncentricid értékei téavolabb
esnek a Ca-fura komplex 226 nM-os disszocidcids dlland6jatsél (pl.
a sejtek 100 nM kériili nyugalmi Ca2+ koncentracidja). Ezen ese-
tekben a 380 nm-es fluoreszcenciat is szamitasban vevd kalibra-
cidés eljarads sokkal megbizhatébb Cai értékeket szolgaltat.

s - + - » - - N . . ie . . . -
A kalibraciés elJarasﬂlehetoseget ad a sejten beliili indika-
tor-koncentricié kdzelitl meghatiarozisara is. ‘A maximalis és
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minimalis fluoreszcencia koz6tti kiilldnbség aranyos a sejtekbe
bezart indikdtor koncentriciéjaval. E fluoreszcenciakiilénbségnek
a szabad indikator fluoreszcencia-kalibralésorozatihoz vald ha-
sonlitasaval, az intracelluléaris térfogat ismeretében a sejten
beliili indikator-koncentricidé szamolhatd. Quin2 esetén sokkal
pontosabb eredményre juthatunk tricialt quinZ2/AM alkalmazisaval,
ahol a sejtek altal felvett, majd a sejtek lizdlasakor eleresz-
tett radiocaktivitas mennyiségébll a quin2 sejten beliili koncent-
raciéja meghatarozhaté.

Mennyiben befolydscljidk a nem é18 sejtek az atlagos fluoreszcen-
cidt? (Aramlasi citometrikus vizsgalatok)

A 4.1. fejezetben miar emlitésre kertilt, hogy a tripan kéke
dteresztd (nem é&18) sejtek aranya maximalisan 2-5 % volt acz
dltalunk izol&lt mintédkban. E sejtek azonban Ca2+-ra nézve i

m Mot

- ¥ - ' P - - + - . - ]
dteresztlek. Igy a benniik 1évo Ca2+-érzékeny indikator maximialis
fluoreszcencidt mutat. Maximalis fluoreszcenciaval biré sejtek

(kis aranyuk ellenére) jelent&sen torzithatjdk a Cai fluoriméter-
ben mérhet8 atlagértékeit. Ezért valt fontossa annak a megallapi-
tisa, hogy ezek a Ca2+ és tripan kék szamara atjarhaté sejtek
hogyan vesznek részt az atlagos fluoreszcencia-jel kialakitasa-
ban. E kérdést aramlasi citometrikus vizsgalatokkal tudtuk elddn-
teni.

Egy aramlési citométer vazlatos felépitését mutatja a 10. &abra.

KOPENYFOLYADEK (pl. PBS)
MINTA (106 sejt/ml)

‘ v 10 m/s (104—-105 sejt/perc)

88 4% e s gatt

: €——— IR7ZERFENY

J

FOTODETEKTOROK

ANALIZATOR

10. abra Aramlési citométer felépitésének elvi vazlata

A mintaként vizsgdlni kivant sejtszuszpenzid a nagy sebességll
porlasztds utdn olyan cseppecskékre valik szét, amelyek maxima

san egy sejtet tartalmaznak. A kb. 10 m/sec sebességgel hal
sejtek Gtjat egy lézersugir keresztezi, amely a megfelellen m
valasztott fluoreszcens jelzdanyagot gerjeszteni képes. R3vid
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késcbb a fluoreszkald sejtek fotosokszorozék elb0tt haladnak =
és igy a sejtek fluoreszcencidjinak egyenként valé meghataroza
lehet8vé valik. A médszer hatalmas elbnye, hogy néhiny perc al:
tébb mint szidzezer sejt egyenkénti analizisét képes elvégezni és
igy a fluoreszcencia-jel megoszlasa vizsgalatanak leghatékonyabb
eszkdze.

o
ot e
) VI

Az aramldsi citometrikus vizsgalatokat egy FACS I (Beckton
and Dickinson, USA) késziilékkel végeztiik. A ger jeszté lézerfényt
egy Spectra-Physics 2000 kripton-argon gazlézer szolgdltatta. A
quin2 gerjesztésére a 351.1-363.8 nm-es ultraibolya sugarcsopor-
tot haszndltuk 160 mW energiakibocsatis mellett. A vizsgalt minta
sejtsﬁrﬁsége 2-3 x 108 sejt/ml volt, médositott Hank-féle médium-
ban. A mérések megkezdése el8tt a sejteket egy 25 n-os szlirén a
lehetséges aggregdtumok eltavolitasa végett atsaziirtiik. Egy kisér-
let folyaman 105 sejtet vizsgdltunk meg (kb. 50 upl minta), kb. &
perces id&tartam alatt. A mintat izotdnids séoldat laminaris

KISSZOGU FENYSZORAS B

SEJTSZAM

e -0

lg QUINZ FLUORESZCENCIA

11. dbra A propidium jodid-negativ (&1&) sejtek hozzajérulésa
nyal timocitdk kiszdgl fényszérasdhoz (A), illetve
quin2 fluoreszcenciajahoz (B)

A nyal timocitdk quinZ-vel vald feltdltését a fejezet-
ben leirtak alapjin végeztiik el. A quin? intracellula-
ris koncentricidéja 3 mM volt. A timocitdkat 0.01 saly
% végkoncentracidji propidium jodiddal festettiik meg.
Az &bra A részén a kisszdgl fényszéris, B részén pedig
a quin2 fluoreszcencidjanak ﬂlogaritmusa lathaté. Az
egész sejtpopulacidras jellemzo értékeket folyamateos vo-
nallal, az él8 sejteskre jellemz¥ értékeket szaggatott
vonallal kotottik Ossze (Csermely és Somogyi, 1987/b).

r
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dramaba fecskendeztiilk. A mérések folyaman a kisszsgl fényszdrast,
a 408 és 550 nm félértékek kdzdtti kék fluoreszcenciat és a 680
nm-nél nagyobb hullamhosszi vdrds fluoreszcenciat parhuzamosan
vizsgaltuk.

Vizsgdlatainkban a nem &18& sejteket propidium jodiddal jell-
tik (Stshr és Vogt-Schaden, 1980). A propidium jodid az &1
sejtek membranjén nem képes athatolni, viszont DNS-sel értintkez-
ve Jjellegzetes, vdrds fluoreszcenciat mutat. Az ateresztlvé valt,
illetve a nem Ateresztd (élg] sejteket igy, vErds fluoreszcencii-
Juk alapjan kiilén is vizsgalni lehet. A 11. édbran e vizsgalatok
eredményeit mutatom be. Azt, hogy a propidium jodid valdéban a nem

-

U [

&18 sejteket festette meg az is bizonyitja, hogy az abra A részén
a propidium jodid poz%tiv (a folytonos és a S%aggatott vonal
kdzotti) sejtek kisszdgl fényszdérisa is a nem &1% sejtekre jel-

lemz8, viszonylag alacsony érték (Loken és Herzenberg, 1975).

A 11. A&bra B részébll kitlnik, hogy a propidium jodid pozitiv
sejtek hozzdjadruldsa a teljes fluoreszcenciihoz viszonylag ala-
csony. A bemutatott kisérletben a sejtek 4 %-a volt tripan kékre
atjarhaté (ez az arany megfelelt a propidium Jjodiddal fest&a¥
sejtek ardnyanak is; nem bemutatott adatok), a 11. &dbra B részén
lathaté --logaritmikus-- quin2 fluoreszcencia megoszlasbdl pedig
kiszdmolhaté, hogy az &sszes fluoreszcencidhoz vald hozzajarula-
suk 1 %-nadl is csekélyebb. TEbb8l azt a kovetkeztetést ~vonhatjuk
le, hogy az &tjarhatéva valt (nem é18) sejtek nem tartalmaznak
szamottevo quin2 mennyiséget. Ez az eredmény varakozdsainknak is
megfelel, hiszen az ateresztdvé valt sejtek észteraz aktivitisa
jelent8sen lecsdkken (Campbell, 1983), igy nem képesek a gquin?
acetoximetil észter hidrolizisére sem. Kisérleteink tanulsagaként
megallapithatjuk, hogy tripan kék Atereszt® sejtek jelenléte nem
zavarja szamottevlen a Cai meghatarozasara szolgild fluoreszcen-
cids el jarasokat.

A quin2 fluoreszcenciajanak megoszlasat mutatd f8 csies a 11.
dbra B részén aszimmetrikus alakd. Ez az aszimmetria tobb, kiildn-
b5z6 intracellularis Ca2+ koncentrdcidji sejtpopulécid jelenlété-
b8l fakadhat. Aszimmetridhoz vezethetne persze az is, ha a quin2
eloszlasa az egyes sejtekben meghatdrozott szintek szerint val-
tozna. A quin2-nek ilyen eloszlasa azonban semmiképpen sem lehet
altalanos jelenség, hiszen egér lép B limfocitdk (Ransom é&s
mtsai, 1986), iletve 9H5 T limfocitik (Weiss és mtsai, 1984/b)
esetén szimmetrikus eloszldst sikeriilt kimutatni.

4.4.2. 45Ca felvétel és leadds mérése T limfocitakon

A 45Ca felvételt 10 mM Hepes-sel (pH 7.4), esszencidlis amino-
savakkal, penicillinnel és streptomicinnel (100-100 U/ml), vala-
mint 40 kBg/ml (2-2.5 x 1086 cpm/ml) 45CaClz-dal kiegészitett
Eagle médiumban vizsgaltuk. Az 1.0 ml végtérfogata, 5 x 108
sejt/ml sejtsﬁrﬁségﬁ mintédkat Eppendorf csdvekben inkubidltuk 37
°C~on. A 45Ca felvételének az inkubalas idejétll vald fiiggését a
12. &bra mutatja be.
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12. abra Egér timociték 45Ca felvételének 1d8fugeése

A 45Ca felvételének vizsgalatat a fejezetben leirtak
alapjan végeztilk. Az egér timocitakat A23187 nélkil
(o- - -0), illetve 5 nM A23187 jelenlétében (e—e)
vizsgadltuk. Az egyes feltiintetett értékek harom méreés
idtlagértékei + SD.

A 12. &brabdél lathatd, hogy ép sejtek esetén a felvett 45Ca
mennyisége kb. 10-20 perc alatt éri el a maximalis szintet. Ca-
jonofér Jjelenlétében a maximumot 2 perc elteltével tudtuk kimér-
ni. Igy az ionofdrokkal végzett kisérletek esetén inkubaléasi

id%nek a 2 percet valasztottuk.

Az inkubilds befejeztével a mintdkat egy mikrocentrifugaban
centrifugaltuk. A feliilaszd eltavolitasa utan az Eppendorf cso-
veknek a sejteket tartalmazd hegyét levagtuk és szcintillacids
kitvettakba helyeztik. A minték radioaktivitasat 5.9 g/l difenil-
oxazol, 160 mg/l 1,4—di(2—(5~feni1)~oxazoil)benzol, 30 térf. %
Tyriton X-100 és 70 térf. % toluol tartalmi szeintillacids koktél
5 ml-ében egy Beckman LS 7300 tipusii szcintillécids szamlaléd
segitségével hataroztuk meg.

A 45Ca kidramlasanak meghatdrozasdhoz az egér timocitékat 160
kBq (107 cpm) 415CaClz-dal 30 percig inkubdltuk a 45Ca felvétel
koriilményei kozdtt. A fel nem vett 45Ca-ot centrifugidlidssal (400
g, 5 perc, 4°C) tavolitottuk el. A sejteket kétszer mostuk ugyan-
olyan térfogatd 4 °C-os Eagle médiummal. Az egér timocitakat
végiil 37 °C-os Eagle médiumban szuszpendaltuk ajra (sejtsliriség:
5 x 106 sejt/ml) és a kisérletekben m|eghatérozott 1d8 elteltével
a szuszpenzidé 0.5 ml-es alikvotjait Eppendorf csovekben egy milk-
rocentrifugiban centrifugadltuk. A felilaszdék 2 x 0.2 ml-ének
radioaktivitasat a fenti mdédszer alapjan hatéareztuk meg.
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4.5. Fluoreszcencids vizsgalatok
4.5.1. Az A23187 fluoreszcencidjanak vizsgélata
Az A23187 fluoreszcencidjanak vizsgalatat Pfeiffer s

munkatarsai (1974) alapjadn végeztiik. Az A23187 gerjesztési
fluoreszcencia spektrumait a 13. &brAn mutatom be.

A23187 +Ca,Mg és
timociték

A23187 + timocitak

timocitak
A23187 (1uM)

400 350 300 250

Hull&mhossz (nm)

13. abra Az A23187 gerjesztési fluoreszcencia spektrumai

A fluoreszcencia meghatarozasa 1 cm-es kvarc kiivettiban
tortént 430 nm emisszids hullamhossz és 4 nm-es rések
mellett. A Ca2+ és Mg2+ végkoncentracidja 1-1 mM, a ti-
mocitadk sejtsiliriisége 5 x 106 sejt/ml volt.

A 13. abrardél leolvashatd, hogy az A23187 a legnagyobb fluo-
reszcenciaval 370 nm-es gerjesztés esetén rendelkezik. Ilgy tovab-
bi méréseink esetén a gerjesztési hulldmhosszat 370 nm-nel vi-
lasztottuk 430 nm-es emisszid és 4 nm-es rések mellett. A 13.
abran az is lathaté, hogy az A23187 fluoreszcenciija érzékenven
fige a kdzeg polaritdsétél és a jelenlévl ionok mennyiségétfl. A
Jelenség Dbovebb téargyalasara az 5.4.3. fejezetben fogok vissza-
térni.

4.5.2. Emisszidés anizotrépia mérése

Az emisszids anizotrépia értéke érzékenyen jellemzi a fluo-
reszcens anyag mozgasi szabadsdgat. A fluorofér szabad forgisa
esetén az emisszids anizotrdpia viszonylag alacsony (negativ),
fluorofér immobilizalédasa esetén azonban egyre magasabb értéke
ket wvesz fel (pozitivva vAalik és 0.4-hez kGzelit) (Szalay
Damjanovich, 1983).

[l
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Kiildnsbsz b anyagok fluoreszcenciadjénak polarizicidjat, emisz-
sziés anizotrdépidjat Chen és Powman (1965) médszerével hataroztulk
meg. A mérés tulajdonképpen két polarizacids sziird azonos, illet-
ve keresztezett Alladsanal tdrtén8 fluoreszcenciamérésre vezethet?d

. . - v - non . - . " - + -
vissza. A polarizdcids szurok egyikét a gerjeszto, masikéit az
emittialt fény Gtjadba kell helyezni. A hasznalt polarizicids szii-
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rék az Oriel Co. (Stamford CT, USA) gyartmanyai voltak. Az emisz-
s5z2ids anizotrépia értékének meghatdrozdsihosz Jablonski formulijat
hasznaltuk:

r = (Ivy - @ X Ivh)/(Ivv + 2G x Ivh)

ahol Ivv és Tyn rendre g fﬁgggleges—fﬁgggleges, illetve a fliggh-
leges—vizszintes polariziciés szlrlk mellett mért fluoreszcencia
értékei., @ az Ugynevezett racsfaktor (grating factor), amely
viﬁsgintes*fﬁggdleges és a vizszintes~vizszintes polarizaciés
Szuro  allasok mellett mért fluoreszcencia értékek hanyadosa.
értéke a kisérleti Osszedllitasra Jellemz8 allands, amely kisér-
leteinkben 0.90-nak adédott.

o]
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4.5,.3. Tirozin, triptofan -»> A23187 energiatranszfer mérése

Energiatranszfer akkor johet létre két fluoreszcens csoport
k6z8tt, ha az egyiknek (a donornak) a fluoreszeencia emisszids
spektruma dtlapol a masik (a= akceptor) gerjesztési spektrumiaval .
A Tyr, Try csoportok fluoreszcenciéjénak emisszids maximuman (330
nm-en) az A23187 gerjeszthet8. A, A23187 masodlagos emis zidja
430 nm-en Jelentkezik. Az energiatranszfer nagysagrendje a két
fluorofér, a donor és az akceptoyr egymastél vald dtlagos tavolsi-
ganak szigorn fliggvénye . Ahogy a fluoroférok kdzelebb és kdzelebb
keriilnek egymashoz, az energiatranszfer mértéke egyre Jelentfsebb
lesz.

A tirozin, triptofan csoportok és az A23187 kozbtti energia-
transzfert Hyono és mtsai (1885) alapjan mértiik. A gerjesztési
hullamhossz 270 nm volt. A fluoreszcencia emisszids spektrumockat

az A23187 lépésenkénti hozzdadisa utan vettik fel 4 nm-es rések
mellett. Az egér timocitik sejtsﬁrﬁsége 2 x 10s sejt/ml volt.

Az emissziés spektrumokat =z A23187 270 nm-nél tértén& ger-
Jesztésekor észlelt fluoreszcenciéjéval korrigaltuk. Mint ahogy
azt a 4.5.1., illetve az 5.4.8. fejezetben bemutatom, az A23187
?luoreszcenciéja a kozeg polaritisanak igen érzékeny fliggvénye.

8y az A23187 elsgdleges (nem encrgiatranszferbd] szarmazd) fluo-

reszcenciijat sz6ja-lecitin liposzdmak jelenlétében hataroztuk
meg. A liposzémakat Sonic 300 (Artex Ine., Farmingdale NY, USA)
ultrahang generatorral végzett szonikalissal allitottuk elf. A
liposzémdk optimalis slrliségét (0.2-2 Hg lipid/ml) annak alapjan
hataroztuk meg, hogy a hozzdjuk adott A23187-nek a 4.5.1. fejezet
alapjan mért fluoreszcenciéja me Ly liposzéma—sﬁrﬁségnél egyezik
meg a 2 x 106 sejt/ml sﬁrﬂségﬁ timocitikhoz adott ugyanolyan
Végkoncentréciéjﬁ A23187 fluoreszcenciéjéval.

4.6. A Ca2+- &g foszfolipid-fuggs fehérje kindz (fehérje
kindz Q) aktivitasanak meghatarozasa

A membrankststt fehérje kindz C g;glubilizélésg

A fehérje kindz C enzim aktivitisanak meghatdrozdsihoz a 4.2,
fejezet alapjan izolalt citoszolt, illetve mikroszémalis frak-
cidkat hasznaltuk fel. Az enzimaktivitas méréseket az izoldlastésl
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szamitott 2-4 O6rén beliil végeztik el. A citoszolbeli fe
kindz C aktivitdst kdzvetleniil a citoszol alikvotjaibdl hat
tuk meg. A membrankdtdtt fehérje kindz C aktivitisinak méréd
az enzimet a membranbdl szabaddd kell tenni, szolubilizalni
Ez leggyakrabban nemionos detergensek, pl. Triton X-100 seg
gével torténik.
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A 14. abrén a fehérje kindz C szolubilizdlhatdsédgénak és akti-
vitasanak a Triton X-100 koncentracidjatdl vald fliggését mutatom
be. Az &bra A részén a citoszolbeli és a membrankstdtt enzim
aktivitasanak véaltozésa lathatd. Az abra B részének adatai alap-
Jan megédllapithatjuk, hogy a membrankstdtt enzim valamivel e1-
lenallébb a Triton X-100 gatlé hatdsival szemben mint a ci-
toszolbeli forma. Ez a megfigyelés 6sszhangban all1 Wickremasinghe
és munkatdrsainak (1986) megfigyeléseivel, akik szintén a memb-
rankotott forma detergenssel szembeni nagyobb stabilitasardl
szamoltak be. Az abra B részén a membrankststt enzim szolubili-
zdlhatésadgat mutatom be. Magasabb Triton X-100 Lkoncentracidk
esetén az enzim szolubilizicidjinak latszdlagos mértéke (e—e)
er8s csdkkenésnek indul. A feliildszdéban megjeleng aktivitas csdk-
kenésével parhuzamosan azonban a teljes minta Ssszes enzimaktivi-
tidsa is er8teljesen csdkenni kezd. Ez a jelenség a detergens
altal okozott gatlasra enged kilvetkeztetni. A Pierce cég altal
forgalmazott Extracti Gel D oszloppal tdrténd detergensmentesités
utan kapott magas enzimaktivitis-értékek meggySz8en bizonyitjiak,
hogy e koncentricidétartomanyban nem a szolubilizicid szorult
vissza, hanem valdéban az enzim reverzibilis gatasa Jatszdédott le
(14. abra B. rész és nem bemutatott adatok).

Amennyiben a 14. A&bra A és D részeit 6sszehasonlitjuk, megdl-
lapithatjuk, hogy a Triton X-100 kdzel azonos koncentracidtarto-
méanyban szolubilizalja és gatolja az enzimet. Igy Triton X-100-

zal vald szolubilizdlas esetén a detergens eltavolitiasirdl minden
esetben gondoskodnunk kell.

Az alkalmazott detergens eltévolitésara az ilrodalomban szinte
kivétel nélkiil a DEAE DE52 anioncserél8 kromatografiat alkalmaz-
zak. A kromatografids elvalasztads profiljdt a 15. Abran mutatom
be.

Az 3bran lathatdé, hogy a fehérje kindz C-t 0.1-0.2 M-os NaCl
koncentrécidé mellett lehet eludlni. Magasabb NaCl koncentricid
esetén (kb. 0.3-0.4 M) egy Ca2+-mal és foszfolipidekkel ne
aktivadlhaté fehérje kindz is eludlédik. Ez a csekély aktivitéass
bird fehérje kindz esetleg az irodalomban M kindzként, a prote
litikusan hasitott formaként ismert enzimmel lehet azonos.

A 15. &bra eredményeib8l lithatd, hogy a DEAE kromatografi
utan egy olyan detergensmentes enzim-prepardtumhoz Jutunk, amely
kb. 0.1-0.2 M NaCl-ot is tartalmaz. A 16. &bran bemutatoit
adatok, nevezetesen, hogy a fehérje kindz C enzim akbtivitisit
NaCl-dal jelent8s mértékben gatolni lehet, évatossdgra kell, hogy
intsenek benniinket e széleskdrben elterjedt médszer
alkalmazasanal. (Igaz, hogy a 16. &bran feltintetett NaCl
koncentracidkat a reakcidelegyre kell vonatkoztatni és igy a DEAE
eludtum NaCl koncentricidéja kb. az abra szerinti 0.01-0.05 M NaCl
tartomanynak felel meg, de a gatlas mértéke mar ebben -

‘.
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14.

FEHERJE KINAZ C AKTIVITAS

8+ l\
o "'""‘—D\u
6t e
—~ a
-w ‘
E—; 4 1 \\
L e — —e— e
) \ N
[t 2+ \ ® o
5 o
-
‘“J 3 ' A ~a. —.‘-‘_—’ E
H L L J L] T E‘
Q c
= g B e, K
B --O--' T o =
o 9--0 o 30
— /36_ Efr: Q0N
o '. 80 5.5
g o
O~
1t + 40 © &
~~ (D™
2
/ . *‘. 20 °
DT 5
. . e 5.
' N
'®)

0.01 0.1 1 10 100

TRITON X-100 KONCENTRACIO
(mg Triton X-100/mg fehér je)

dbra A fehérje kindz C aktivitasénak és szolubilizalhatéd-

saganak fliggése a Triton X-100 koncentréaciéjatél

Nyal timociték szubcelluldris frakcidit a 4.2. fejezet-
ben leirtak alapjén izol&ltuk. A fehérje klnaz C akti-
vitédsanak meghatirozasiat a fejezetben ismertetett méd-
szer alapjan végeztiik. A Triton X-100-zal vald inkuba-
las (4°C, 20 perc) esetén a fehérjekoncentricidét minden
esetben 1 mg/ml-re &llitottuk be. A rész: a citoszol-
beli (0- - -O), illetve membranksdtdtt (e——e) fehérje
kindz C aktivitidsadnak filiggése a Triton X-100 koncent-
récidojatél. A membrinkststt fehérje kindz C-t 20 mM
Hepes (pH 7.4), 5 mM DTT, 0.1 mM CaClz é&s 50 pug/ml
leupeptin tartalmi pufferben izolaltult. Az enzimet 2
mg/ml fehérjekoncentricid melletti 1 térf. % Triton X-
100 segitségével szolubilizdltuk. A detergenst
Pierce Extracti Gel D oszlopon tavolitottuk el
fehérje kindz C szolubilizidlhatdésaganak fu
Triton X-100 koncentriciéjatél. A kisérlet sorén a
EGTA-EDTA Tartalmu izolalé pufferben izoldlt mikroszd
mékhoz ndvekv8 koncentricidéban Triton X-100-=at thulf
20 perces, 4°C-os inkubdlas utdn a mintakat 100 000 g-n
centrifugdltuk. A feliiliszdéban megjelent fehérje kiniz
C aktivitast, mint a szolubilizalt minta &sszes (feliil-
uszé + lledék) aktivitisdnak %-at abrazoltam (e—e).
Az {res kiérdk a feliluszd Pierce Extracti Gel D-vel
t5rténd Tritonmentesitése utani értékeket Jelslik
(o— - —0)., He-w=k g minta Ssszes aktivitdsa nmol
32P/perc/mg fehérje egységekben.
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15. &bra Fehérje kindz C DEAE ioncseréld kromatografiaja

Nyal timocitékbdl EGTA-EDTA tartalmi izolald pufferben
izolalt mikroszdémakat 1 térf. % Triton X-100-zal kezel-
tiik (20 perc, 4°C). A mintak fehérjekoncentricidja 2
mg/ml, végtérfogata 1 ml volt. Az inkubidlids utédn a min-
tdkat 100 000 g-n centrifugdltuk, a felillaszdt egy 0.5
X 6 cm-es DEAE DE52 (Whatman) joncsersld oszlopon 1 ml
-es frakcidkat szedve 0-0.6 M-os linedris NaCl gradiens-

sel e}uéltuk. A NaCl mennyiﬁégét az egyes frakcidkban
vezetlképesség-méréssel ellen8riztiik. Az egyes frakecidk
fehérje kindz aktivitasat EGTA (o- - -0), 1illetve Ca2+

+ foszfolipidek (e—e) jelenlétében a fejezet tovabbi
részében ismertetett médszer szerint hataroztuk meg.

FEHERJE KINAZ C AKTIVITAS
(nmol 32P/perc/mg fehér je)
o w
/
®— .
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16. abra NaCl hatdsa a fehérje kindz C aktivitaséara

A fehérje kindz C aktivitdsénak meghatarozasakor a

re-
akcidelegy NaCl koncentracidjat az abran megjeldlt &r
tékekre &allitottuk be. Az adato% két kiiloniallé mérés
adtlageredményei (+ a 1-3 paralelbol szarmaztatott SD)

49




tartoményﬁan is elérheti a 25 %-ot.) A NaCl gatld hatisit bemuta-
té adataink jé egyezést mutatnak a Bazzi és Nelsestuen (1987/z)
altal kozdlt értékekkel.

A fenti nehézségek (detergensmentesités, amely sordn a minta
higul; az uténa kdvetkez¥ esetleges ionmentesités) felvetik annzak
a szlikségességét, hogy az enzimet egy masik, a Triton X-100-nial
kiméletesebb detergenssel prébidl juk meg szolubilizalni. Az iro-
dalmi adatok tanulsdga szerint az ionos detergensek (pl. Na-
dezoxikolat), illetve egyes nem ionos detergensfajtiak (oktilglii-
kozid) az enzim aktivitasanak er8teljes pgatldsara képesek
(Wolfson és mtsai, 1985; Fitzer és mtsai, 1987). Sajiat tapaszta-
lataink szerint a Nonidet P-40 detergens a Triton X-100-hoz igen
hasonldéan viselkedik (nem bemutatott adatok). A megfeleld deter-
gens keresése soran véglil a véilasztésunk egy 4j detergenscsalad,
az ikerionos detergensek azon tagjara, a CHAPS-ra ( 3(3-kolamido-
propil)-dimentilamino-propénszulfonsav ) esett, amely az ikerion-
os jelleget szerencsésen &tvdzi a kolanvaz amfifil tulajdonsagai-
val (Hjelmeland, 1980).

T ® ) o
AT T e

i 1 I
] L5 L]

2 4 6 8
CHAPS koncentracid (mg/mg fehér je)

FEHERJE KINAZ C AKTIVITAS
(nmol 32p/perc/mg fehérje)

17. &bra A fehérje kinadz C aktivitasdnak fliggése a CHAPS
detergens koncentrécidjatél

Forbol észterrel kezelt (TPA, 40 nM, 20 perc, 37°C) hu-
man periféridlis limfocitdk mikroszdémélis frakcidjat

a
4.2. fejezetben leirtak alapjén izoldltuk. A mikroszdma
frakciét (1 mg/ml fehérjekoncentriacid mellett) a mega-
dott koncentrdcidja CHAPS detergenssel kezeltiik (20
perc, 4°C), majd 100 000 g-n centrifugaltulk. (A CHAPS
kritikus micellaképz8 koncentracidja 10 mM, e felstt
szolubilizdlasi hatasfoka ugrésszeriien visszaesik; Roda
és mtsai, 1983.) A felUliaszd fehérje kindz C aktiviti-

- “ N i - "

sdt Pierce Extracti Gel D-n t8rténd detergensmente:
tés eldtt (e) é€s utdn (o) a fejezetben ismertetett méd
szer szerint hataroztuk meg.

E
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A 17. 4&bra adataibdl kitlinilk, hogy a fehérje kinaz C enzim
specifikus aktivitasit =z szolubilizdcid okozta novekedés utan a
CHAPS detergens kevéssé befolyasolja. Kiildn&sen szembetlin&ve
valik az enzimaktitivitas allandésaga, ha figyelembe vessziik,
hogy a detergens eltavolitiasa sem valtoztatta meg a szolubilizalt
fehérje kinaz C aktivitasat.

Igy a membrankststt fehérje kinaz C-t altaldaban CHAPS deter-
genssel szolubilizaltam. F detergens alkalmazasa az enzimaktivi-

tds meg8rzésén (és igy az id8rabls ioncserélg;, vagy affinitis-
kromatografiak elhagyasan) tal még egy nagy e¢lOnnyel Jar: a CHAPS
detergens --a Triton X-100-zal ellentétben—- nem zavarja a fehér-

Je kindz C méréseknél elterjedten alkalmazott Bradford-féle fe-
hér jemeghatarozasi médszert (Fanger, 1987).

A membrankststt fehérje kinaz C szolubilizdlisinak ‘szokisos
menete

A szolubilizalas soran a fehérjekoncentricisét altaldban 0.
mg/ml-es értékre allitottuk be, az alkalmazott CHAPS koncentricis
3 mM volt (3 mg CHAPS/mg fehérje). A mikroszémikat a detergenssel
20 percig 4°C-on inkubaltuk, majd a mintakat 100 000 g-n 60
percen at (4°C) centrifugdltuk. A fehérje kinaz ¢ aktivitéasat
altaldban csak az egyes mintdk feliiluszdjabsl hatdroztuk meg.
Néhany esetben azonban az ujraszuszpendalt iiledék fehérje kinaz C
aktivitasat is megmértiilk.

hoen

A fehérje kindz C aktivitis mérése

A fehérje kindz C aktivitasat az irodalom a Ca2+, foszfa-
tidilszerin és diolein Jelenlétében mért "Ssszes kindz" aktivitas
€s a mindezek tavollétében mért "alap kinaz" aktivitis kilénbsé-
geként definialja.

Az "alap kinaz" akltivitisanak méréséhesz hasznialt reakcidelegy
10 mM MgClz-ot, 0.4 mM EGTA-t, 400 Lg/ml hisztont (III-S tipus,
Sigma), 40 mM Hepes-t (pH 7.4) és 60 uM (¥-22P)-ATP-t (100 cpm-
/pmol fajlagos aktivitassal) tartalmazott. A Ca2+- é&s foszfolipid
aktivalt Ssszes kinaz aktivitdsinak mérése soran a fenti reakcid-
elegyet 2 mM CaCl2a-dal, 200 pg/ml foszfatidilszerinnel &s 0
pg/ml 1,2-dioleinnel egészitettiik ki. (A foszfolipideket kétsz
res tdménységii Hepes/EGTA /Mg pufferben, szonikilissal diszperga
tuk.) A reakcidt 100 1 reakcidelegy és 100 Kl minta Ssszekever
sével inditottuk el. A minta iz0ldlé pufferben (1 mM EGTA, 2 mM

M0 o

EDTA, 5 mM DTT és 20 mM Hepes, pH 7.4) lév¥ 4-6 pg fehérjét
tartalmazott. Az enzimreakecidt 4ltalaban 3 pexrcen at 37°C-on
tdrténd inkubilias utan 200 nl frissen készitett 1 mM ATP, 15 mM

A

K2HPO4 tartalma 10 saly %-os trikldérecetsavval dllitottuk le.
mintédkhoz 100 1 2 mg/ml koncentraciéja marha szérumalbumin olda-
tot adtunk hordozéként. A kicsapédott fehérjéket 0.45 p-os Milli

phore szlrlkre gyﬁjtattﬁk. A csapadékot 5 % 5 ml 0°C-o0s 15 mM
K2HPO4 -0t tartalmazé 5 saly %-os triklérecetsavval mostuk, a
szlir8ket megszaritottuk és radioaktivitasukat folyadékszecintilli-
cids médszerrel hataroztuk meg. A fehérje kiniz C méréseket
altaldban két, némely esetben harom paralelben végeztiik. Az Eegye-
di értékek kdz5tti eltérés nem haladta meg a 10 %-ot. Az enzim
aktivitasat, mint a Ca2+ és foszfolipidek Jelenlétében mért "&sz-
szes kindz" aktivitds és az ezek tavollétében mért "alap kinaz"
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aktivitas kiil6nbségét adom meg nmol 32P/perc/mg minta

egységekben.

Az aktivitdsmérésnédl hasznalt mintafehér je mennyiségét
HE) és a reakcisidlt (3 perc) dgy valasztottuk meg,
enzimaktivitds ezen mérési pontok esetén a mintafehérje
racidjanak és a reakcididinek még
(nem bemutatott adatok).

4.7. A 3H-forbol-dibutirat kst8dsas vizsgalata

Mivel kisérleteinkben nemcsak a kotdtt, de a szabad
dibutiradt mennyiségét is meg kivéntuk hatdrozni, ezért az

hogy a
koncent
éppen linedris fliggvénye legyen

fehérje

(4~

I N ™

forbol-
iroda-

lomban k&z31t sokféle moédszer kéziil a Leach és munkatérsai (1983)

dltal kidolgozottat vadlasztottuk.

A médszer bedllitasa soran annak a tisztazisara
kiilonds figyelmet, hogy az irodalomban a kdtés
alkalmazott marha szérumalbumin hogyan befolyasolja a
forbolészter k5t8dését. A 18.

Jdn a kdtési elegyhez adott marha szérumalbumin mar 1 mg/ml-es
- - . . an . - . rl w - -
koncentracidéban is a kététt mennyisé elentds csSkkenéséhesz
'3

vezet mind a citoszol, mind pedig a mikroszdomak vizsgalata
tén. A jelenség értelmezhetdvé valik, ha meggondol juk,
albuminok jelent8s mennyiségli lipid megkdtésére képesek, és
a hidroféb forbol észterek lipid-sajatsagokkal
Emiatt sajat kisérleteinkben a marha szérumalbumint csak a
dés utan, hordozdként alkalmaztuk.

hogy
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A k&t8dési vizsgalatokat nyal timocitdbsl a 4.2.
zet szerint izolalt citoszollal,

BSA koncentricid

(mg/ml)

végeztiik. A minta fehérjetartalma
a mikroszémiak esetén 100 g volt.

leirasat a szoveges rés
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A k&t8déshez hasznalt elegy 40 mM Hepes-t (pH 7.4), 10 mM
MgClz-ot, 2 mM CaClz-ot és Aaltalaban 10 nM (4 pmol, 2.8
kBq/minta) 3H-forbol-12,13~-dibutiriatot tartalmazott. Az Eppendorf
cstben 1év8 elegy 200 pl-éhez adtuk a vizsgalt fehérje 20-100 pg-
jat 200 pl EGTA-EDTA tartalmi izolald pufferben. A citoszolikus
mintdk vizsgdlata esetén a kﬁtgelegy 200 pg/ml foszfatidilszerint
is tartalmazott. 30 perces 37°C-on t3rténd inkubalias utidn a
mintadkat 0°C-ra hﬁtﬁttﬁk, 50 pl 20 mg/ml koncentricidji marha
szérumalbumint és 200 pl 30 saly %-os polietilén-glikolt (Ms.:
6000, Serva) adtunk hozzajuk. 15 perc &llas utdn a mintakat egy
mikrocentrifugdban 2 percig centrifugdltuk. Centrifugdlas utin a
felliliszd 100 pl-es alikvotjait szcintilliciés kiivettakba vittik.
A maradék feliiltszdét eltavolitottuk, majd a csdveknek a csapadé~-
kot tartalmazé hegyét levagtuk és ugyancsak szcintillacids kiivet-
takba helyeztiik. A radioaktivitis meghatarozasa a 4.4.2. fejezet-
ben leirt Triton tartalmi szcintilléacidés koktélban tortént. Az
aspecifikus k&t8dést 2 MM nem jelzett forbol-12,13-dibutirat
Jelenlétében mértik. A k&z5lt adatok mindegyike az aspecifikus
kot8déssel korrigadlt érték. Az egyes mérések esetén két paralelt
hatadroztunk meg, a paralelek értékei 15 %-nal kisebb mértikben
tértek el egymastdl.

Néhany minta 3H-forbol-dibutirit k5t&dését nem azonnal, hanen
folyékony nitrogénben vald lefagyasztas és -80 °C-on térténd 1-2
hetes térolas utdn mértiik meg. El&zetes kisérleteink alapjin
fagyasztasi eljards a 3H-forbol-dibutirdt kotédés szamszert érte
keiben valtozédst nem okoz (nem bemutatott adatok).

m

=
4

a

4.8. 3H-uridin beéplilés vizsgalata

Egér +timocitdkat a kisérletekben meghatarozott anyagokkal
37°C-on 5 x 108 sejt/ml sejtslrliség mellett két &Eran at in-
kubédltunk. Az egyes mintidk térfogata 1 ml volt, az inkubilds 10
mM Hepes-sel (pH 7.4), esszencidlis aminosavakkal, penicillinnel
és streptomicinnel (100-100 U/ml) kiegészitett Eagle médiumban
tortént. A 2. 6ra elteltével mintanként 2 pCi (74 kBq) 2H-uridint
adtunk a sejtekhez és tovabbi 30 percen at inkubdltuk Sket. A 30.
perc elteltével a sejteket 0°C-ra hﬁtﬁttﬁk, és minténként 1 ml 1
M perklérsavat adtunk hozzdjuk. A perklérsavas mintikat 15 percig
0°C-on &llni hagytuk, majd 3000 rpm-en lecentrifugaltuk (10 perc,
0°C). A csapadékot 3 x 2 ml 0.5 M perklérsavval mostuk, majd 0.5
ml 0.5 M perklérsavval 90 °C-on 30 percig inkubdltuk. Az igy
keletkezett mintdk 2 x 200 pl-ének a radioaktivitidsat a 4.4.2.
fejezetben ismertetett médon hataroztuk meg.

4.9. Felhasznalt anyagok

19

o

A felhaszndlt apronitin, ATP, ©benzamidin, BSA, calmidaz
(R24571), CHAPS, chelex 100, l1,2-dioktanoil-glicerol, 1,
olein, DTPA, DTT, EDTA, EGTA, forbol-12,13-dibutirit, foszfa
dilszerin, Hepes, hiszton (III-S tipus), leupeptin, 2-merkapt
etanol, Na3VOs4, Nonidet P-40, oleoil-acetil-glicerol, pepsztatin,
PMSF, propidium jodid, «quin2, quin2/AM, TMB-8, TPA, tripankik,
tripszin inhibitor és Triton X-100 a bigma cég terméke volt.
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Az A23187, fura-2, fura-2/AM, ionomicin és TPEN a Calbiochem -t8
szarmazott.

H-7 1nh1b1tort a Seikagaku America Inc. ( Petersburg FL, USA)
chtol a polietilén glikolt a Serva cégtbl v;saroltuk

A HNO3 a Carlo Elba cégt8l szarmazott, A CaClz, FeS0a, Mgllz és
ZnClz nagytisztasagid Merck készitmények voltak.

A difenil-oxazol és az 1,4-di(2(5-fenil)oxazoil)benzol a Koch
Light Laboratories terméke volt.

Az X537-A a Hoffman La Roche-té1 a digitonin a Fisher Scientific
Co.-t6]1 szarmazott.

A BMA 030 anti-CD3 antitest (Kurrle és mtsai, 1985) dr. 'F. Ceiler
és dr. R. Kurrle (Behringwerke AG, Marburg, NOSzK) dJJcha volt.
Az antitestet ismertetd kozlemenyukben a szerzSk az antitestnek a
BW 264/56 elnevezést adtak. Azdéta az antitest a BMA 030
megjeldlést kapta.

A 3H-quin2/AM (370 MBg/mmol) é&s a (¥-32P)-ATP (110 TBq/mmol) a=z
Amersham cég gyartmanya volt. Néhany kisérletben a (¥-22P)-ATP-t
az Izotédp Intézetb81 (Budapest) vasarolt 32P-foszfatbsl (13
TBq/mmol) Glynn és Chappel (1964) médszere szerint Aallitottuk
el8. A (20-3H(N))-forbol-12,13-dibutiratot (700 GEq/mmol) a New
England Nucleartél, a 2H-uridint (742 MBq/mmol) az Inst. for
Research, Production and Application of Radiocisotopes-tol (P
Csehszlovakia), a 45CaClz-ot (4.3 GBg/mmol) az Izotdp Intéz
(Budapest) wvasaroltuk.

A felhasznalt t8bbi vegyszer mind legaldbb pro anal tisztasiga
volt.
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5. EREDMENYEK

5.1. Forbol észter hatdsa a nehézfémionok mennyiségére é€s megosz-
lasdra T limfocitakban

Ahhoz, hogy £8 kérdésiinkre, '"milyen szerepet Jjatszanak a ne-
hézfémionok a T limfocitdk két jeltovabbité rendszere kozdtti
k8lestnhatasokban?" a valaszt keresni kezdhessﬁk, ellészbr arra a
kérdésre kellett valaszt taldlnunk, hogy "van-e esély arra, hogy
a nehézfémek egyike-madsika ilyen szerepet betdltsen?". Emiatt
sziikségessé valt annak a megvizsgalasa, hogy vajon kiséri-e a
nehézfémek valamiféle koncentraciévéaltozasa a vizsgdlni kivant
egyik (Ca2+-alapi), illetve masik (fehérje kindz C-alapd) Jelt =
vabbité rendszer tartds aktivalasat. A 3. fejezetben (' 'célkitlizé-
sek") részletezett okok miatt a nehézfémionok koncentracidjanak
valtozédsait a fehérje kindz C rendszer aktivalasédval osszefliggés-
ben vizsgaltuk.

A kiildnb5z8 sejtekben taldlhaté nehézfémionok klmutat as

a es
mennyiségi meghatarozasa sokdlg igen nagy nehézségekbe Utkozott.
Csak a legutdbbi idékxben a roncsolasmentes analitikal mddszerek
(pl. rontgenfluoreszbencla), illetve az atomabszorpcids el jardsock
feglodesevel valt lehetévé ezen igen klsmennylsegd anyagok kon-

centracidjénak meghatarozasa.

5.1.1. A nehézfémionok mennyiségének és megoszlésanak rdntgen-
fluoreszcencids vizsgélata

A rdntgenfluoreszcenciis mérések elvét és az altalunk alkalma-
zott kisérleti koriilményeket a 4.3.1. fejezetben ismertettem. A
dbra 109 nyal timocitdbél izolalt magfrakcié rontgenfluoresz-
cencias spektrumat mutatja be. Az alacsony Lnerglagu (2-3 keV)
réntgen fotonok igen kizmértékili felbontasa a 1eveg$ben valé ab-
szorpcidjuk kovetkezmenyb Igy rontgenfluoreszcencids méréseink
alkalmaval az alacsony rendszami elemek k&ziil csak a Cl-t tudtuk
klmutatnl Azt, hogy méréseink ezen hlanyossaga valdban a laVc~
goben valod abqgorp01ord vezethet8 vissza, az is igazolja, hogy
hasonld elven alapuld EDAX-os mérések esetén az clwktronmikrosz~
képban uralkodé vadkuum mellett a Cl-on kivill a Na, Mg, P, S, K és
a Ca is kimutathaté volt (1d. 4.3.1. fejezet 3. &bra). A n;“e*—
fémek koziil a vas, réz és cink Ka vonalat, valamint a cink kics]

(J

kevésbé intenziv Kp vonalat tudtuk kimutatni. A mangan 5.9 ke
nal jelentkezd Ka és a vas 7.0 keV-nadl megtaldlhatd Kp vonala az
esetek t&bbségében a kimutathatdésadg hatardn mozgott. A réz Ha
vonala az alkalmazott kisérleti koriilmények kozdtt egybemosddott
a cink Ka vonaldval. Az 6lom La és Lp vonalai a mintatartdként
alkalmazott dlom-kollimitorbél szarmaztak, mint ahogy azt a hat

I

térspektrumban vald megjelenésiik is igazolja.

A kisérletben a nyal timocitéakat el8zetesen TPA-val
90 perc, 37 °C, "TPA kezelt sejtek"), illetve a TPA oldés=ze
hasznialt DMSO-val (0.05 %, 90 perc, 37 °C, ‘"kontroll
kezeltik. A TPA kezelés id8tartamat (90 peru) azok alapjén
el¥kisérletek alapjin hataroztuk meg, amelyek azt mutattak, hogy
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kontroll sejt
magfrakcid

TPA kezelt sejt
magfrakcid

hattér

1000 beiités/csatorna

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
RONTGEN FOTON ENERGIA  (keV)

19. &bra NyaGl timocitfk magfrakciéjédnak réntgenfluoresz-
cencia spektruma

A Segtek :Lzol'\lasa, 20 nM TPA-val 37°C-on 90
percig térténd inkubalasuk, a nukleidris frakeid
izolé&léasa, valamint a rdntgenfluoreszcencia
spektrumok felvétele a 4.3.1. fejezetben rész-
letezett médon tdrtént. Az egyes spektrumok hi-
rom kiil6nalldé mérés reprezentinsal (Csermely &
mtsai, 1987/a).

u

a timocitdk sejten beliili Ca2+ szint emelkedését 90 perces TPA
el8inkubalas képes a leghatékonyabban gdtolni (az eredmények
részletesebb ismertetését 1ld. az 5.4.1. fejezetben). Mivel
nehézfémek szerepét elsbsorban a Ca2+-fiiggl rendszer gitlisib
feltételeztitk (1d. "célkitlizések"), igy logikusan adédott a k
vetkeztetés, hogy a nehézfémek eloszlésanak megvaltozasit elso-
sorban ott kell megvizsgidlnunk, ahol a Ca2+-fliggd rendszer gatla-
sat maximé&lisnak taldaltuk.

How

ﬂ

SO

A 13. &brabdl léthété, hogy TPA kezelés hatasara a cinkn
Ka és Kp cstcsa jelent8sen lecsdkken. Mivel (1) az egyes mdgf
cidk szaraz tomege és fehérjekoncentriacidja nem killénbdzdtt

n 1 H
i E

=4 ot i je [ ‘;1

nifikansan, (2) az egyes mintdknak a detektortdl mért tavolsig
&s geometriaja azonos volt, wvalamint (3) az egyes cstcsok al

teriilet kb. ardnyos az adott elem mintabeli Lkoncentracidj:
kimondhatdé, hogy a cink Ka és Kp csucsanak csokkenése magfrak

beli koncentracloaanak cdokkenesebol fakad.

@] {_‘!I\ ist]
W oot m oW
=< e )

=]

(1
[}

A  tumor promoter forbol észter altal okozott magfrakcidbell
cink koncentracidécsodkkenés érdekes hasonldsagot mutat Yarom é£s
munkatarsail (1976) eredményeivel, akik azt talaltdk, hogy malig-

usan transzformalt limfocitiak sejtmagjaiban a ¢ink mennyisége a
"normalis" értéknél joéval kisebb.
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CITOSZOL MIKROSZOMA

FeXa g, g Zn-Ko Feka gy 2rXa

WA VAW

kontroll kontroll

+ TPA + TPA

1000 beiités / csatorna

L A L 4 L AL L L
+ t t + t + 1 T

5 6 7 8 9 105 6 7 8 9 10
RONTGEN FOTON ENERGIA  (keV)

20. é&bra NyGl timocita mikroszdédma frakcid és citoszol
réntgenfluoreszcencia spektruma

A sejteket 20 nM TPA-val 37°C-on 90 pesrcig in-
kubaltuk. A szubcelluléaris frakg 6k iznlilasa
és a rontgenfluoreszcencias spektrumcok felva-
tele a 4.3.1. fejezetben leirtak alapjin tor-
tént. A bemutatott spektrumck harom kiiléndllsd
MErés reprezentansal {Csermely és mtszi,
1987 /a).

A 20. &bran a mikroszdmilis é&s a ecitoszolikus frakeidk
rontgenfluoreszcencia spektrumait mutatom be. Az adatokbdl megil-
lapithatd, hogy ezen szubeelluléris frakcecidk esetében a magival
éppen ellentétes folyamat, a cinktartalom ndvekedése zajlott le

A 2. tadblazatban a Fe, Cu é5 Zn Ka csiucsanak korrigélt teriile-
tét adom meg. Az egyes terilletek jol jellemzik az adott elem re-
lativ koncentricidjat a mintédban. Az adatok szerint a mag-, i1-
letve a mitokondrialis frakeid cinktartalméanak szignifikéns (30
illetve 60 %~-os) csdkkenése a citoszol, valamint a mikrosz
cinktartalmanak jelent8s (2.7-uszeres, illetve 1.6-szeres) nd
désével parhuzamosan megy véghbe TPA kezelés hatdsdara. A mod

&dltal kimutatott masik két nehdzfém, a vas és réz igen has

gel nason
(bar nem szignifikans) waltozasokat mutat. (A 20. ak
bemutatott mikroszdémalis rédntgenfluoreszcencia spektrumok =
a wvas mennyisége —-azaz a csiaes alatti teriilet-- szdmottevd
nagyvobb a forbol észter kezell minta esetén a kontroll

hasonld értékénél. E ndvekedés azonban az Osszes mérés Etlaghs
tekintve nem szignifiking --1Jd. 2. téablazat--.)
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2. Téablazat

A nehézfémek egymashosz viszonyitott mennyisége kontroll
€s TPA-kezelt nydl-timocitak szubcellularis frakcidiban

nehézfém a Ka csficsok normalizilt értike
magfrakcid mitokondrium mikroszdmak citoszol
kontroll +TPA kontroll +TPA kontroll +TPA kontroll :+TPA
Fe 4.8 4.8 3.6 2.0 1.6 1.8 3.6 4.0
(0.3) (0.5) (0.2) (0.5) (0.1) (0.1) (0.2) (0.58)
Cu 1.6 1.6 1.1 0.4 0.4 0.6 1.6 il
(0.4) (0.86) (0.23% 01 (0.3) (0.4) (0.4) (0.4
Zn 8 AT | 7.0%x% 3.0 1, 2% 1.4 3. Bk 2.4 3.8+%
(0.2) (0.3) (0.3) (0.4) (0.2) (0.2 (0.3) (0.2)
¥ szignifikans kiilénbség; p < 0.005
¥¥ srignifikans kiilénbség; p ¢ 0.001
Az egyes szamadatok a Fe, Cu és Zn Ka csOcesinak teriiletét jelks-
pezik a hattérre, a minta geometridjara és a ¥ -fotonforris inten-
zitasara vald korrekecid utan. A Zn Ka csGesdnak teriiletét a vele
egybemosédd réz Kp csices teriletével is korrigdltuk. Az adatol
harom mérés atlagértékei. A zardjelekben a vonatkozd standard de-
vidcid értékeket tiintettiik Fel. A szignifikanciaszinteket
Student-féle t teszt alapjan hatiaroztuk meg (Csermely és mtsal,

1387/a).

5.1.2. A nehézfémionok mennyiségének és megoszl&sénak vizagélata
rlazmaemissziés spektrofotometriaval

I

e v o » H .
Ugyan a rontgenflﬁoreszcen01as médszerek meggyozien igazecl
tédk, hogy a TPA jelent&sen negviltoztatja a nehézfémek eloszliss

a nyul timocitidkban, mégis a kisérletek mds mddszerrel vald g
métlése mellett déntottiink, hogy a nehézfémel sejten beliili men;
nyiségére, ennek valtozasaira ne csak fél-kvantitativ, hanem va
16ban szémszerldl adatokat nyerjink.

b}
|

A plazmaemisszids spektrofotometrids mérések soran a rontge:r
fluoreszcencids mérésekkel megeryezden ugyancsak kontroll,
ve TPA el8inkubilt nyQl timocitikat és ezek szubcellularis
cidit wvizsgldltuk. A TPA kezelés ESrilményei (20 nM, 90
37°C) megegyeztek a rontgenflucreszcencids méréseknél alkaln
takkal, sdt volt olyan kisérlet, ahol a kétfile analizisre
mintat parhuzamosan készitettiik zl, illetve a réntgenfluore:
cias mintakat vetettiik ald a plazmaemisszids méréshez sziiks
salétromsavas roncsolasnak (1d. 4.3.2. fejezet).

Az 5 x 109 timocitabél készils mintak vizsgédlata soran As, C&.,
Ga, Hg, Li és Se jelenlétét nem sikeriilt kimutatnunk. A sejteknsk
és szubcellularis frakeidiknak nyomnyi mennyiségii Al, B, Ra, cd;
Cr, Mn, Mo, Ni, Pb, Sr, Ti és5 V tartalmuk volt, de ezen kis reny -
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nyiségek nem valtoztak meg szignifikinsan (p<0.05, Student-féls %
teszt) forbol észter kezelés lLatasara egyik vizsgalt frakcidéban
sem A sejtek és egyes frakcidik altal tartalmazott Na gas K
ennyl ége sem mutatott szignifikans valtozist a forbol észter
kezelt mintdkban a kontroll mintikhoz képest (nem emutatott
adatok).

A 3. tablazat a Ca, Cu, Fe, Mg, P é&s Zn nyadl timocitakban <£s
azok szubcelluléaris frakecidiban mért mennylawfft adja meg nmaol/ §
x 109 sejt egységekben. A tablizat els& két oszlopa kontroll ég
TPA kezelt sejtek egészéneck Pleml Osszetételére vonatkozik. A kit
oszlop adatainak Bsszevetéséb8l kitiinik, hugy a timocitak Ca, Cu,
Fe, P és Zn tartalma nem valtozik szamottevien TPA kezelés hati-
sara. (A wvas mennyiségének csdkkenése a viszonylag nagy =zdras
miatt nem szignifikans.)

Ezen eredménylink elég nyilvanvald lenne abban az esetben, ha a
sejtkultara elegy nem tartalmaznid a szdban forgd elemeket. Ebben
az esetben a sejtek nyilvanvaldan nem lennének képesek felvenni
ezeket az elemeket, az adott elemek (kiildndsen = nehézfémek)
leaddsa pedig sejten belili komplexeik nagy stabilitésa miatt
lenne akadalyozott. A sejtkultira elegyeknek a Ca és P essz 14-

4. t3

lis alkotérészei. Az Altalunk hasznalt elegyaskhben a Bk
tanulsdga szerint a nehézfémek koncentracidja igen sziam vl,
t@bb mikromélnyi volt. Tgy a kisérleti kdrilmények kuZO- a

izsgalt elemeknek mind leaddsdra, mind felvételére sor keriilhe-

tett volna.

A fenti példdkkal ellentﬁtb-q az egyetlen olyan elem, amelynekx
egész sejtben mérhetd mennyis ge forbol észter kezelés hata:z
szignifikénsan megvaltozott, v Mg volt. A kisérleti Porulne*v
kéz6tt 5 x 109 TPA-~val kerz cli tlmoolta Mg tartalma t3bb mint 1Qu
nanoméllal volt t8bb a kontroll sejtekénél. A felvett magnézium
dént8 mennyiségét a mikroszdmilis frakecidban tudtuk klmutﬂtr

Eredményeink jé egyezést mutatnak Grubbs és ‘Maguire (1986) ered-
ményeivel, akik forbol észter ‘kaelGS hatasara 549 limféma sejtek
magnéziumtartalmidnak novekedésér8l szamoltak be. FrWQMén}“ik
szerint a ndvekedés szelektiv volt, Ca-ra nenm terjpct ki. E
mérési eredmények is megegyeznek az altalunk timocitak kapot-

talkkal .

Kalcium és foszfor

Noha a timocitdk &sszes Ca tartalma nem valtozik TPA
- - . - - - - #H
hatasara, a Ca sejten beliili =loszladsaban szamottevs

tapasztalhatdk (1d. 3. tablazat). Adataink tanulsiga
magfrakecidé Ca mennyisége csaknem kétszereséres nd, a mi e

lis frakcié Ca tartalma pedig kevesebb mint felére csbkk
timocitdk TPA kezelése sorian. A foszfor nennyiségiében ha 3
iranyd valtozésok tapasztalhaltdk azzal a kiilSnbséggel, Thog &
mikroszémdk foszfortartalma is nagyobb a kontroll tékné&l TPA
kezelt sejtek esetén. A mag- é: mikroszémalis frakeid foszfortar-
talmanak emelkedésébe bizonyira kdzre thSQll az ittt +talal
fehérjék TPA kezelés hatdsira bekdvetkez8 intenziv fosz ila

ja is, noha az emelkedés dont!! része minden bizonnyal 2 =

" .
vezetheto vissza.
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Nehézfémionok koncentrdcidéja néhany gyakrabban hasznilt
sejtkultira elegyben (M)

Eagle MEM Eagle MEM RPMI-1640 RPMI-1640
(OKI) (OKI) (Gibco) (S5erva)
+ 5 % FCS

Zn 1.6 5.6 0.7 2.4

Fe 1.0 3.0 0.9 1.0

Cu 0.08 0.2 0.6 2.9

Mn 0.005 0.08 n.k. 0.08

Cd n.k. 0.2 KL n.k.

Mo 0.04 0.04 n.k 0.01
Osszesen: 2.6 9:1 2.2 6.4
n.k. = nem kimatathatd
A  fémek koncentracidjit az egyes elegyek 20 ml-ének liocfilizalsa-
sa, kvarcedényzetben 2 ml koncentrilt salétromsavval vald roncso-
lasa (120°C, 2 6ra) valamint 5 ml-re vald higitds utan ICAP
9000-es plazma emisszids spektrofotométeren mértik. Az értékek 3
mérés Aatlagértékei. Az CD-k a mért értékek 10 %-inil kisebbel
voltak. Az egyes értékek a megfelell desztillalt viuzes kisérlet
értékeivel helyesbitettek. A helyesbités egy esetben sem haladta

meg a mért érték 10 %-at.

A T limfocitakban mért &sszes Ca tartalom jd egyezést g
Waller és mtsai (1984) altal meghatarozott értékkel. Azon r-
leti adatunk, amely szerint a mikroszdémidk Ca tartalma nem o=
zik TPA kezelés hatdsira Osszhangban all Cox és Carroll )
eredményeivel, akik kimutattak, hogy TPA nem ockoz semmiféls val-
tozdst a membrankoétstt kldértetraciklin fluoreszecenciajiaban. Mivel
a klértetraciklin fluoreszcencidja a membriénhoz kotott Cz mennyi-
ségének flggvénye, Cox és Carroll megfigyelése szintén azt ta-
masztja alda, hogy a mikroqmomdk Ca tartalma TPA kezelés hatisira

nem valtozik meg szamottevien.

Nehézfémek

TFA kezelés hatdsara a legkiterjedtebb valtozisc
melt szubcelluldris megoszlasa mutatja A Cu, Fe és
az egyes sejtfrakcidkban hasonld modl‘\n Val*‘c‘)"l‘r a
kondrialis frakcidban csdklken, a mikroszdémakban é&s T
pedig emelkedik. Cu és Fe esetén a valtozdsolk kevésbéd kif
tek (bar szignifikansak). Zn esetében viszont a fém nag
atrpndemddesu kovetkezik he. Az 5. tablazat a limfocitik!
lédlhaté nehézfémek mennyiséy’re az irodalomban ellfordulsd
kat tartalmazza. Sajat értakeinket (1d. 3. ;QJ14_¢L, 1.
pa) az irodalmi adatokkal egybevetve megallapi h«
dltalunk mért értékek az 1rodalomban kGZulL E .;i-urﬁﬂglu“‘

beliil helyezkednek el.
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5 tablazat-

Kiilnbsz8 nehézfémek mennyisége limfocitédkban
az irodalmi adatok szerint

Zn e Cu Irodalmi hivatkozas

l.'

(nmol/ 5 x 109sejt)

122 Vallee &z Gibson, 1948
1720 _ Wolff, lsﬁ“
730 Fr&dprlui 25
1080 Dennes és mtsai,
730 Whitehouse és mtszai, 1882
300-7E50 Kanter és mtsai, 1982
340-1230 20-185 Hinks és mtsai, 1882
2060 110 Ishigama és Nishi, 1985
430-730 40-360 30-310 Carpentieri és mtsai, 1986
A 3. tiblazat utolsd két oszlopdnak %-os értékel arra
vonatkoznak, hogy az egyes szubcellularis frakciodkban az adott
elem egész Gethen 1&v8 mex nyiségének hany szazalékat talédltulk
meg, nyertiilk vissza. A "visszanyerés szazaléka" soha nem kisebb
80 %-nal, az egyes elemek esetén a kontroll és TPA kezelt sejtek
visszanyerési szdzaléka pedig 5 %-nal t&bbel eg s n

kildnbdzik egymastél. Ez arra utal, hogy az elemek
megoszladsdban TPA kezelés hatdsdra megfigyelt
tudhatdék be az adott elem szelektiv elvesztésének,
nyezésekbgl ered® szelektiv feldasuldsanak.

Mint ahogy az a 4.2. fejezetben emlitésre keriilt, a mag- &=
mitokondrialis frakcid més sejtfrakcidk kis mennyiségeit is tar-
talmazza. Az egyes q?cnnybafdések mennyisége inkabb az izolédléas
médjatdl, mint a sejt milyenségétbl fiigg, hiszen a szennyezddése-
ket Jel”d enzimaktivitisok nagyon hasonld megoszlidst mutatnak
kiilénbsz8 tipust T limfocitdk, EL4 limféma sejtek, illetve kont-
yoll és TPA kezelt limfocitdk esetén (Ferber és mtsai, 1872,
Kaever &s mtsai, 1984; Szamel és mtsai, 1985, illetvw nem bemuta-
tott adatok). Igy ezek a kereszt-szennyez zGdések a szubcelluléris
elem-mennyiségeket meghatirozd adataink abszolat értékét befol

R

rt

solhatjak ugyan, de a kontroll &s TPA kezelt limfocitik
kdzHttl Bsszehasonlitist nem zavar jak.

Gsszefoglalas

ményeink aldtamasztjdk a rdntgenfluoreszcenciis eljariss:
fél-kvantitativ képet. Mindkét médszer altal kapott adat
utalnak, hogy TPA kezelés a nehézfémek szamottevs At
déséhes vezet a timocitidkban. A mag- illetve mitok
frakeibbdl a mlkror"umAkba és a citossz n]ba vald nehé ils
néskdppen cink) Athelyezédés a TPA szdmos tovabbi hatészdnak for-
ridsa lehet.
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5.2. A nehézfém ionok zavard hatésa az intracellularis Ca2+
koncentrécié fluoreszcencias meghatérozasaban

Miutan bebizonyitottul, hepgy fenndll annak az e
hogy a protein kinaz C rendscer aktivalédasa a Caz+-
viteli rendszert a nehézfémelk segitségével is befolyasc
bédlyozni?) képes (ld. ©5.1. fejezet), a Ca2+~fﬁggg ve
valédasanak megbizhatd mérésél kellett bedllitanunk.
Jelatviteli rendszer aktivalédisanak legkézenfekvidbh
ten bellili szabad Ca®* koncentracid (Cai ) emelkedése.
kimutatasara érzékeny fluoresscens technikal &llnak
siinkre (1d4. 4.4.1. fejezet). Az ezen technikik Alt
mérési eredményeket azonban a nehézfémionok jelenléte eréd
torzitja. A kovetkez8kben e torzitd hatasok csitkkentésire
ve kikiisz&bdlésére alkalmas el Jadrasokat mutatom be.

)
'—d
<

il

1]

Je

=1

~
o (D

A nehézfémeknek a fluores cenciis méréseket torzitd hata

abbél a két tényb8l fakad, hogy
-- a nehézfémek affinitisa z Cai meghatdrozisira szolgald fluo-
reszcens keldtorokhoz a Ca2+-énal nagysagrendekkel nagychb,
illetve, hogy
-— & keldtorok nehézfémekkel nem-fluoreszkild komplexeket ks
peznek, igy a nehézfémelk - CaZ2+-kelator komplex fluoress
cidjat kioltjak (1d. 4.4.1. fejezet, illetve Hesketh é&s
mtsai, 1983).

A  fluoreszcens keldtorokkal ktlestnhatasba keriil® nehézfiéimsl
alapvetden két forrasbél szirmazhatnak: lehetnek exbracellular
illetve intracelluléaris eradetilek. Az extracelluliris ere iz
nehézfémionok a kalibralasi el 1Arasndl ockozhatnal: zavarokat, az
intracelluléaris nehézfémmmennyLaég a kezdeti fluoreszcenciit is

torzithatja. A tovabbiakban ¢18&s25y az extracellularis nehéz-
fémionok zavard hatasait tekint jiik at.

. - - I . w ol - - .
A sejtkultira elegyvek szamotbtevd mennyiségu nehézfémion-
nyezést tartalmaznak. A nehézfimek Osszesitett koncentrdcidi

HM kSz6tt mozog (1d. 4. tiblazat). A 21. &abrdan 1 nuM Zn2+ 5
lathatd a quin2-vel +t&rténd intracelluliris Ca2+ Lkoncentricid
meghatarozds kiilénb&z8 kalibrilisi eljarasaira. Az Abra A-C  ré-
szén a kiildnbsz8 sejtpermeabilizélasi médszereket (A: Triton X-

100 detergens, B: ionomicin Ca ionofér, C: A23187 Ca-ionofér, 14.
4.4.1. fejezet) alkalmazd kisérleteket chelex-kezelt,
latilag nehézfémekt&]l mentes Lizegben végeztilk el.

részén ugyanezen kalibricids el jarisokat ismételtik meg Ggy, hogy
az A-C részen alkalmazott kdveghez 1 uM  2ZnClz-ot  adtunk. A

abrarél leolvashats, hogy ZnCl:z-ot tartalmazéd elegyek ese
F) a quin2 maximalis fluores: cenciidjat csak kismennyi
kelitor hozzdaddsa utéan éri el. (Az EGTA keldtor a cink is
CaZ2+-nal t8bb nagysagrenddel er’sebben k6ti, idigy mar kis
sége is elegend8 ahhoz, hogy @z oldat szabad Zn2+ kenoe
elhanyagolhatdva védljon.) Az 7bra A részén az EGTA kAl
fluoreszcenciandvekedés ("a" gbrbe) annak a kidvetkezms
hogy a Triton X-100 felszabadilja a sejten beliili

egy részét. IE folyamat a Ca2+ beeresztésére
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21. &bra Zn2+ ionok hatédsa az intracellularis Ca2+ koncentra-
cié meghatarozasara szolgald kalibrédlasi mddszerekre
quin2 indikétor esetén

Ugyanazon gquin2-vel t6ltdtt sejtprepardtumon m
kiildnbsdz8 kalibricids el jaradst prébaltunk :
kalibracidé Triton X-100-zal, B és E: 1ib £
ionomicinnel, C és5 F: kalibracid A23187-tel. Az =13
oszlopban 1é6v8 lLisérleteket (A-C) ! Tr: kezelt
médiumban, a masodil oszlopbelieket (D-F) 1 pM ZnClz -ct
tartalmazd chelex kezelt WLdlumban végestilk. & nyillal

k:  0.0F

Jelolt helyeken a Lkévetkezd addicidk térténte
sily % Triton X-100, 50 nM ionomicin, 200 nM AZZ
0.25, vagy. 5 mM EGTA, 0.25 mM CaClz, 20 m i

MnClz. Az "a"-val Jjeldlt gdrbék a quin?
fluoreszcenciijat, a "b" Jellielk pedig a ak
szulfoxiddal kezell kontroll otJLch u"+nf’a~“eu'
jat jeldlik (Csermely és Domogyi, 1987/a-b
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fura-2-Zn

\_fura—-2-Ca

fura-2-Mn

{

300 , 400 500
hullamhossz (nm)

fura-2-Fg
L

22.4bra Fura-2 gerjesztési spektruma kiilénbdz¥ fémek jelenlétében

Az egyes gerjesztési spektrumokat 0.1 pM fura-2 jelen-
létében chelex kezelt, mdbddositott Hank-féle médiumban
vettiik fel. A médiumhoz 5 mM EGTA-t, 20 mM Tris-t, ill.
1-1 pM Cu2+-t, Fe2+-t, Mn2+-t és Zn2+-t adtunk. Az

[t

egyes spektrumck felvétele sorédn az alkalmazott rések 4
nm-esek voltak, az emisszids hullamhossz 510 nm volt.
Ca. (nM)
i
100 + TPEN A

BT e
QUIN2
25 +

200 T TPEN B

100 T A~ An WM\”‘“‘\""’“‘-
0L - FURA-2

ID0 (+—— 1 perc )

23 . 4bra TPEN hatdsa a quin2-vel (A), illetve fura-2-vel (B)
t51t5tt egér timocitdk sejten beliili (latszdlagos) Cazt
koncentrécidjara

Az egér timocitidk izoldlasat, indikatorokkal wvall
t51tését, a fluoreszcenciamérést ¢és a Cai kis 13

a 4.1., 111, 4.4.1. fejezetekben ismertecbett mc
végeztitk. Ugyanazon sejtpopulacié egy részeét gquinZ-vel
(A rész), mésik részét fura-2-vel (B rész)

fel. A quinZ2 intracellularis koncentriacidja

fura-2-& 0.2 wmM volt. A nyillal jel&lt helyen
vépkoncentricisji TPEN-t adtunk a két mintilioz.
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hatasat valahogy kompenzalni tudjuk.

A sejten beliili nehézfémionok megkdtése egy olyan

ko 2L
segitségével lehetséges, amely a. ) nehézfémionokra szel L)
egyszeruien bejuttathatd a sejtbe (pl.: hidroféb). E o2 o=
kalmasabbnak - az N,N,N” , N Letrakl sz~ (2 plrldl]mctl En-
diamin, azaz a TPEN Dluonyult (Adrenegg és Wenk, 1387 £E
€s mtsai, 1977; Arslan és mts sai, 1985).

A 23. &brén quin2-vel (A rész), illetve fura-2-vel (B rész)
t5ltott egér timocitalk fluoreszcenciijanak valtoazasa lathats TPEN
hatdsira. A quin2 esetén a TPEN a fluoreszcenciit megemeli, fura-
2 esetén ez az emelkedés elmarad. Ezek az adatok is a furz-°
a se'ten bellili nehezimmmkrﬁ mutatott viszonylagos érzéketl:

= Mo

gét timasztjak ald. A quinz-vel végzett Cai meghatarozéas
vald “orrigalhatéségdra utal a 4.4 1. fejezetben kozi

is . A 6. abran azon esctben, ha a sejten beliili lh_JLH
réacié¢ 1 mM-ndl kisebb, a Cai-re irredlisan alacsony ért
Ez a: érték TPEN huugﬁqdaadval az atlagos szintre (kb.

korri ‘4lhatéd.

Os.zefoglalva a nehézfémek zavard hatdsa az intracelluliris
Ca2+ kaoncentricid meghatarozisira szolgald médszerekre viszonylag
egyszerien, a seth4¢on at nem juté (EGTA, DTPA), illetve Atjutd
(TPEN) komplexképz8k segitségével klkuJuOLDlh“uﬂ i1l. figyelemb

vehetd.

B Az intracelluléaris Caz2+ koncentracis valtozésainak
Osszefliggése a T limfocitsak aktivaciéjaval

Az intracelluléaris Ca2+ szint torzitasmentes
kidolgozdsa utdn a kiévetkezZkben néhany olyan
ismertetésre, amely alatimas ztja azt, hogy az
Ca2+ szint emelkedése é&s a limfocitak akt1vac1u11
szefiiggo események.

5.3.1. Az intracellul&ris Caz+ szint emelkedése, mint aktivals és
g&tlé tényez8

Az irodalomban sokaig vita folyt aszon, hogy a limfoci
aktivaciéja vajon egy Uttjar-e a sejten beliili Ca2+ =zzint sme
désével (1d. 2.1.2. fe zjezet) . Az intracelluldris szabad a2

centracidé meghatéarozisira szolgald médszerek kifejlesztésével ma

mar e feltevést adatok blséges mennyisége +1m7-dt3u ala
citik aktivacidjakor bekdvetkezd Cai ndvekedist min
(Tsien és mtsai, 1982/a, Hesketh és mtsai, 1983), mi
(Weiss és mtsai, 1984/a-b; Shapiro é&s mitsai, 1985;
mtsai, 1986) eqeten bl:unyttottdk

Kisérleteink soran ellszdsr a kzeg (sejtkultira ) Caz+
koncentricibdjédnak hatisat vizsgadltuk. Ismerctes, Og kKSzeg
Caz+ moncentrdcloganak 100 uM ala csdkkenése erftel jesen gateli=
a T limfocitdk aktivialsdasat (Whitney és Sutherland, 1972; Atbcoud
€s mtsal, 1985), ezzel szemben 2 mM-ndl magasabb extracelluliris
Caz2+ Pon:entruc1o Onmagaban is aJtadthdlo hatasd (Whitfield és
mtsai, 1373; 1979). E kisérleti edmények még érdekesebbé tesoilk
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(M) | MITOGEN INTRACELLULARIS Ca* KONCENTRACIO
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24  abra Az intracellularis Ca2+ koncentrécié valtozédsa a kills¥
kdzeg Ca2+ koncentracidjanak véaltozasaval

A Cai meghatarozdsa (1d. 4.4.1. fejemet) =1%tt a sejte-
ket kétszer mostuk Caf+-mentes médositott Hank-féle m
diummal (sejtsﬂrﬁség: o x 108 sejt/ml). A fluoresocern-
ciaméréshez haszndlt médositott Hank-fé&le médium Ca®+
koncentracidjat 10-5 és 10-2 M kézdtt valtoztattuk O

M, illetve 0.1 M CaClz sorozatos adagoldsival.
szabad Ca2+ koncentriacid jat Ca2t-érzékeny !
(Orion) segitségével hataroztuk meg. A fluoreszoencia
Jelet minden hozzdadas utan legalabb 5-1
tik, a Cai értékét az egyenstlynak megfe!
szamoltuk ki. A bevonallkiazott részek Cai
gén koncentricidji Concanavalin A hozza: .
hetd értékeket (nem bemutatott adatok), ao

-] coc
dig a Whitfield és mtsai (1973, 1979) altal mit
taldlt tartomianyt jelslik. Az adatok két kiillsna
sérlet reprezentdnsai. Az Abra néhany pontjanak
rozatos, hanem egyszeri Ca2+ hozzdaddssal tdrts
-mérése azonos eredményeket szolgiltatott (Cser
Somogyi, 1987/a-b).
azt a kérdést, hogy hogyan valtozik az intracelluli
koncentracié a kiilsd kézey Ca2+ toncentracid janak  vial
esetén. A 24. &bran bemutatott eredményeink tanulsiga s
sejten beliili Ca2* koncentracié a kzeg Ca2+ Loncentr.
érzékeny fliggvénye. Az abrabsl leoclvashaté az is, hogy 2
ték aktivalasahoz szlikséges minimdlis kiils® Ca2+ lLoncer
(100 uM, Whitney és Sutherland, 1972; Abboud és mtsai,
nM belsd Caz+ koncentricidénak felel meg. Abban az esetben, ha =
kiils8 Ca2+ koncentricid a Whitfield és mtsal (1973, 1879) &altal
mitogénnek talalt tartomanyba emelkedik, a bels8 Ca®+ koncentri
cid éppen eléri a Concanavalin A hozzdaddsa utin + sztalhata

Ul

200 nM kdrdli értéket. A Cai~%e¥ a kKozeg Ca2+
! - . - . 0o 5 L

fliggése a sejtek Altaldnosnak tiHn¥ tulajdonséaga,
- 4 id . - 3 i

takon kivil (Tsien és mtsai, 1982/b; Hesketh

o8l )
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Abboud és mtsai, 1985; Bruschi és mtsai y 1984) mellékpajzsmirigy
sejtekben (Shoback és mtsai, 1983) és hipofizis szdtekben (GHs O
sejtek, Ramsdell és Tashjan, 1985) is kimutattak
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25.4bra Az intracellularis Ca2+ koncentricié bsszefliggése a
limfocitdk aktivacidjaval

Az egér timocitdkat a 4.1. fejezetben
izolaltuk. A Cai fura-2-vel térténd m

4.4.1., a *H-uridin beépiilésének mérését
szerlnt végeztiilk. Az abran lathatd eredményelk harom »
sérlet dtlageredményei (& SD).

20.abrén bemutatott kisérleteink soran a sejten beld
koncentracidét nem a kdzeg Cal2+ koncentridcidjinak
hanem =z A23187 Ca-ionofér fokozatos adagolasaval
limfocitdk aktivaldédésat a 3H-uridin beépﬁléqenuh
vettik. A 3H-uridin bedpiilése mir az elsd néhany &riab
nyen jelzl a limfocitdk aktivalédasat, hiszen (déntéen
midlis RNS szintézise miatt) a 1lmfnL]tJL aktivacis
beépiilésének korai ndvekedéséhez veret ’Png' E5 mboe
dbra A és B részének egybevetdéséhdl kltuan
sejten beliili Ca2+ koncentricid kismérték®l en
aktivalddasihoz vezet. Abban az esetben Vl_unﬂt
beliil! Ca2+ koncantrdnlo meghaladgd a 2-10 uM-t
16da: fokozatos megsaunrﬂv, med a 3H-uridin L=
roll é&rték ald esése figyelhetd meg. A sejten
Ca?* Lkoncentracidnak az aktivaléddast gatld hata
all a megndvekedett Ca2+* szint ecitotoxikus hh
kdriili Ca2+ koncentriacid esetén szamos Ca2+-fip
DN-&z, RN-az aktivalédik, amelyek végs® soron
nek megbomlasidhoz, toljes szdtesésdher vezebnok
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5.3.2. Limfocitak intracellularis Ca2+ koncentracidéja az emberi
életkor hataran

Az eddigiekben olyan kisérleteket ismertettiink, amelyek!

sejten beliili Ca2+* szint emelkedése egylitt jart a limfocitak

aktivalddasaval. Ezen 8sszefliggeés analdgiajara elk&pxelhetg, hogy
csbkkent aktivalhatésapt limfocitdk sejten beliili Ca2+* szintje az
Ztlagos értéknél alacsonyabb. E feltételezés vizsgilatéra egyedi
lehet8ségink nyilt akkor, amikor bekapcsolddtunk a 100. Eletévi
ret beltdltdtt magyar allampolgéroknak a SOTE Gerontoldgiai Eiz

o

pontja vezetésével folyd vizsgilataba. Ksztudomasi,
korban a periférids limfoclitak aktivdlhatdésaga csikkent
(Makinodan és Kay, 1280). Igy a Cai meghatirozasa 1d8s
limfocitaiban tovabbi adattal szolgadlhat n b 5
czint &5 a limfocitdk aktivalhatdsaga bsszefilg
hez.

143
'

A kisérletek soran kapott eredményeinket a 7. tabl
Ssszegeztik. A vizsgélatok soran Ssszesen 12 férfi és
limfocitéinak Cai értékeit hataroztuk meg (a=z ﬁszzegzésbgl
46-0s, illetve a V-Td-es kiugrd értékeketl elhagytuk). Az &
Cai féfiak esetén 59 :+ 16 nM-nak, n¥knél 61 + 13 nM-nak ad

Igy az intracelluléaris Ca?+ koncentracié nem mutat el
férfiak, illetve nk esctén. Annal nagyobb a kiiltnbs -
ha adatainkat egybevetjlik a felnftt kora vizmsgialati alanyo
férialis limfocitdinak az irodalomban me@admtt Cai

(1d. 8. téablazat). A=z Ssszevetésb8l kitunik, hogy 2
intracelluldris Ca?+ szintje kizel feleakkora mint L
vizsgalati alanyok esetében meghatérozott érték. Az Altalunk mért
értékek a sejten beliili nehézfémionok altal feltehetfen nem tor-
zitottak, hiszen a mérések dont? tobbsége a nehézfémionckra =xe
véshé érzékeny fura-2 indikatorral tértént és TPEN hozzdadiss

-

< : t ; =G T
befolyasolta a sejtekben mérhetd fluoreswmcenciat (nem bemuta
t

a

adatok). A fura-2-vel végzett méréseink soran meghatarozot ai
értékek semmiféle korrelicidt nem mutatnak az adott mérés jel

lemz& intracellularis fura-2 kencentracidval &s a s orAn
meghatdrozott 380 nm-es flunreszeenciaval. Ez arra Ey 2
mérések sorén az irodalomban leirt, a méréschket elt &5z

legesen hidrolizalt, Ca2+~érzéketlen fura-2-észter =
mtsai, 1987) nem volt jelen szamottevd mennyiségben.

Az a tény, hogy 1d8s korban a periférialis limfc
celluldris Ca2+ szintje a folndttkori értéknek kozel
vissza, Jjbé Osszhangban 41l Peterson és mitsali (13886
seivel, akik huméan fibroblasztokban mutattak ki hasor
ciakat. 1d8s egyének limfocitai aktivacidjuk sorian so:
nyebbek a kiils® Ca2+ szint cstkkenésére (Kennes 3
a Ca-csatorna gatlasa ezen ssetekben nagyobb mértel
mitogenezist, mint felndttkori kontroll s=jteknd
1985). Ezek a kisérleti adatok jél magyarazhatdk aczzal
lezéssel, hogy az 1d%skori limfocitak sejten beliill Ca2-
nek nagyobb (kétszeres helyett minimadlisan négyszeres)
kell ahhoz, hogy a mitogenezissel egylttjard 200-30
ket elérje.

—
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7. tabléazat

100 éves emberek periférialis limfocitédinak intracelluléris Caz+

koncentracidja
Jel Eletkor Cai Indikator
: (év) (nM)

FERFIAK:

V-46 103 565 quin?

V-62 1015 47 fura-2

V-64 100 37 fura-2

V-78 100 65 fura-2

V-81 100 75 funa-g

V-83 99.5 78 fura-2

v-g2 100 T2 fura-2

V-88 104 55 fura-2

V-103 101 73 fura-2

V-109 100 67 fura-2

V-110 100 53 fura-2

v-112 102 63 fura-2

V-114 102 50 fura-2
NEK :

V-43 99.§ 49 guin?

V-50 101 49 quin?2

V-54 100 31 guin?

V-55 100 57 quin?

V-58 1005 76 fura-2

V-59 100.5 80 fura-2

V-60 100.5 46 fura-2

V-61 100 g9 fura-2

V-65 100 34 fura-2

V-T74 101 534 fura-2

V-77 102 62 fura-2

V-80 101 62 fura-2

V-90 103 64 fura-2

V-93 100 i fura-2

V-94 104 T8 fura-2

V-85 100.5 46 fura-2

V-96 102 58 fura-2

V-107 100 47 fura-2
A sejtek izoldlasa a 4.1. fejezetben, intracelluliris Ca2+ kon-
centracidjuk meghatdrozisa a 4.4.1. fejeretben leirtak alapjan
tortént. Az egyes Cai értékek két, néha hdrom mérés dtlagertéked

A kisérleteinkb8l levonhatéd —~természetesen ilyen végletes
formédban eléggé vulgiris-- kdvetkeztetéds: magas Cai - nagy akti
vitas; alacsony Cai -- csdkkent aktivitis. J6llehet e kidvetkezte-
tés masodik felére kozvetlen bizonyitékunk nincsen, hiszen egy
100 éves ember szervezete nen éppen tekinthetd a2 le Tatt
immunrendszer" mintapéldijinak. (Elméletileg még az is e el -
het8, hogy éppen ellenkezflleg: a limfocitak csskkenl int cel
lularis Ca2+ koncentracidja a "hossza &let egy¥k titka” )
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8. tablazat

Feln8tt korG vizsgalati alanyok periférialis limfocitainak
intracellularis Ca2+ koncentréacidja

Cai i Indikator Irodalmi hivatkozas
(nM) '
118 + 5§ quin2 Gelfand és mtsai, 19886
181 + 9 indo-1 "
98 + 5 guin2 Waller és mtsai, 1984
107 =+ 6 quin?2 O’Flynn és mtsai, 1984

5.4. Forbol észter hatésa a Ca-ionoférok mlikddésére

Annak bizonyitadsa utan, hogy a fehérje kindz C-t alktivald
- - - - - = . - I} - -
forbol észter kezelés a nehézfémek sejten beliili atrendezidéséhez

vezet (5.1. fejezet), wvalamint annak a bemutatdsa utédn, hogy az
intracelluldris Ca2+ koncentrdcid valtozasai sokrétiien 8sszefiig-
genek a limfocitak aktivacidjéval (5.3. fejezet) arra a kérdésrs
szerettink volna valaszt kapni, hogy Jjatszanak-e& a nehézfimicnok
valamilyen szerepet a fehérje kindz C-, 1illetve a Ca2+-alapi
jelatviteli rendszerek kélcsdnhatdsaiban. Ehhez olyan kisérleti
feltételeket kerestiink, ahol a két rendszer viszonylag egyszerien
és saelektlven aktivalhaté. A fehérje kindz rendszer aktivalisa-
ra kézenfekvd volt szelektiv aktivatorainak, a forbol észterek-
nek, illetve a diacil-gliceroloknak az alkalmazésa. Az intracel—
1uléris Ca2+ koncentracid szelektiv ndvelésére a Ca-icnoférok
or

latszottak a legalkalmasabbnak. Igy kisérleteink soréan a £
észtereknek (diacil- 5liCProloknak) a Ca-ionoférok miksds
gyvakorolt hatéasat, hatadsmdédjat vizsgaltuk.

5.4.1. TForbol észter gétolja a Ca-ionofdérok 4&ltal kivaltott
intracellularis Ca2+ koncentricid ndvekedést és Ca2+ transzportot

Az intracelluldris Ca2* koncentracid valtozisai

A 26. abran sorozatos A23187 addicid hatésat mutatjuk be Lkét-
féle sejt intracellularis Ca2+ koncentracidjara (quin2 fluo-
reszcencidjara). Az &bra A részén kontroll sejtek gquin2 fluo-
reszcencidja lathatbé, a B részen pedig TPA el8inkubdlt sejtekksl
(50 nM, 90 perc, 37 °C) ismételtik meg a kisérletet. A K‘E+Vull

sejteket a TPA oldészerével, 0.1 +térf. % dimetilszulfoxiddal
inkubaltuk. Az &bra C részén a quin2-t nem tartalmazdé sejtek
autofluoreszcencidja lathatd. (Az A23187 fluoreszcenciija a
kontroll, illetve a TPA kezelt sejtekben azcnos volt; nem bemuta-
tott adatok és 5.4.3. fejezet).

Az abra A és C részét Osszehasonlitva megéllapithatd, thogy a:z

dbra A részén bemutatott kisérlet 20 nM A23187 hozziadidsa utan
részében a fluoreszcencia tovabbi emelkedése nem a quin? fluco
reszcencidjanak névekedéséb8l, hanem az autofluoreszcen:
(1d. az &bra C része) fakad. A kisérlet végén Triton X-10f
zdadasara tovabbi (quin? specifikus) fluoreszcenciandveksdé
tapasztalhatdé., Ez azt igazolja, hogy kontroll =ejte 52
sejten belidli Ca2+ koncentracid 20 nM A23187 hozzidadasa uta
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26. &bra Forbol észter hatésa a Ca-ionoférok Altal kivaltott
intracelluldris Ca2+ koncentrécié ndvekedésre

Az egér timocitdkat dimetilszulfoxiddal (A és C rész),
illetve TPA-val (50 nM, 80 perc 37 °C; B rész) in-
kubaltuk. Az &bra A és B részén a antrk gquin2-vel valéd
feltbltését és fluoreszcencidjuk meghatédroziasat a
4.4.1. fejezet alapjan végeztiik. Az adbra C része a
quinZ-t nem tartalmazd sejtek auvtofluoreszcencidjiat mu-
tatja. A nyilakndl az adott végkoncentracidja A23187-et
0.056 stly % Triton X-100-at, illetve 10 pM MnClz-ot
adtunk a mintdkhoz. Az A-C részek fluoreszcencia érté-
kei azonos egységekben vannak feltiintetve. A bemutatott
gorbék 6 mérés reprezenténsai. A sejten beliili quinl
koncentracid 0.8 és 1.2 mM kézdtt volt a kiildnbszl méré

sek esetén. (Csermely és Somogyi, 1888)

kozel teljes mértékben azonces az extracelluliris Caf+ konc
cidval, azaz 1 mM-lal.

in

TPA kezelés hatasara az A23187 hatnkonyJng szamotitevioen 1c~
csdkken (26. 4&bra, P rész). A Cai-t a kiils® Ca?+ koncentricid
kiegyenlit8 A23187 koncentricid kb. 200 nM-ra &ﬁclkrﬂ ett, ami a
kontroll értéknek kb. tizsmerese.
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27. bra A TPA el8inkubidlas Ca-ionoférra gyakorolt hatésénak
id¥. és koncentraciéfiiggése

Az egér timocitakat a 4.1. fejezet szerint izolialtu
Intracelluldris Ca2+* koncentracidjuk ﬁcéhapdrOu:EiL a
4.4.2. fejezet alapjan végeztilkk. A mintdk fluoreszcen-

cidjat az egyes addicidk utan 5-10 percen &t kovettiik,
a Cai -t a nyugalmi, egyensilyi &llapotbdl szémoltulk. Az
egyes adatok az A23187 sorozatos adagoléséaval kapot

l(‘f

an e

értékeket jeldlik. Mindazonédltal az &bra néhany pont]
nak az AZ3187 nem qorogatos, hanem egyszeri hozziadisa

fl

val meghatdrozott értéke a bemutatottakhoz nagyen
hasonld volt. Az egyes mintédkat dimetilszulfoxiddal 150
percig (o—o), 20 nM TPA-val 15 percig (4 A), 30
percig (@ —# ), 45 percig (e—e), 90 percig 4],
120 percig (*%- - -%), illetve 240 percig (x- - -x) in-
kubaltuk. 00 pcrcnel rovidebb TPA inkubdlas es=tén  a
sejteket 9]““201 quin2-vel toltéttik fel, majid TPA-val
inkubaltuk. 45 percnél hosszabb TPA ;nkqbalis setén a
quin2-vel vald feltdltés a TPA inkubaléds rés volt.
Azon pontok esetén (45, 60, 90 perc), br az kubilés
mind a két médja szerint elvégeztilk a kisérle et, nem
volt kimutathatd kiilldnbség a kapolt eredmény Sz8tt
(nem bemutatott adatok). A B &bra az AE3187 on ST1—
centracidjanak a fiiggését mutatja a TPA koncentracid-
jJatdél (90 perces 1nkubdla5 mellett), amelyik éppen ki-
egyenliti a Cai-t a kiils8f Ca2+ koncentraciéval. Az
adatok 3 kiilBnalld kisérlet reprezenténsail, a quinl
sejten beliili koncentracidja 0.6 é€s 1.3 mil kdzdti wval-
tozott. (Csermely és Somogyi, 1988)

A 27. Abran a TPA A23187-re gyakorolt hatdsdnak idé- és kon-
centracidfiiggését lathatjuk. Mint ahogy az méar az eléz8 abrabél
is kideriilt, kontroll sejteken (o—o) az A23187 a Cai-t a kiilsd
CaZ+ konccntrac1ova1 klwbycnlltu, azaz "minimalisan hatékony
koncentrac1oaa 20 nM-ra tehetd. Ugyanez az érték 90 percez TPA
el¥8inkubalas utéan (20 nM végkoncentricid) 200-400 nM-ra ni Ez =
nsvekedés 1d8fiiggd és tranziens: 30 percnél kevesebb TPA el 1%in
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kubdlds esetén alig észrevehetg, 120 perc eltsltével pedig lassan
csOkkenésnek indul.

Az A23187 "minimilisan hatékony" koncentréciéjénak fliggését az
el8inkubalas soradn hasznilt TPA koncentréciéjétél a 27. &bra B
részén lathatjuk. Megéllapithaté, hogy a "minimalisan hatékony"
A23187 koncentracis 20 nM TPA utan tovabb nem névekszik, Ez z TPA
koncentréciétartomény megegyezik azzal, ahol a TPA a fehérje
kindz C-t mar teljes mértékben aktivalni képes (Castagna &=
mtsai, 1982).

TDA

Eddigi vizsgdlataink Osszegzéseként elmondhats, hogy a TI
nemcsak a szamtalan agonista &ltal, hanem a Ca~icnofér A2318
altal kivaltott Cai emelkedés részleges meggatlasara is képes.
hatas koncentricis és idgfﬁggg, maximdlis mértékét 20 nM-ndl t&bb

TPA esetén, illetve 90 perc elginkubélés koriil éri el. Az iroda-
lomban a TPA-nak szamos ilyen, a Ca2'! szint emelkedését gatld
hatdsa ismeretes (1d. 2.2. fejezet). Eredményeink mégis igen
meglepoek, hiszen a TPA Ca-antagonizmusanalk eddigi példiit a
fehérje kinaz C dltal katalizalt Ca3+—osatorna, receptor, sth

foszaforiléicidval magyardztdk. Az A23187 egy 524 D molekulatsmegfi
szerves ve%yﬁlet. Fehérje kinaz altal: foszforilicidja nehezen
elképzelhetS. Ax viszont lehetséges, hogy a TPA hatisa a Cai ~re
nem az A23187 altal el&segitett Ca?* bedramlis Bétlasan, hanem a
Ca2* kidramlias Byorsitdsdn alapul. Egy ilyen mechanizmus pl.: 3
plazmamembran Ca2+-ATPaz aktivalasaval valésulhat meg. E mec
nizmus annal is elképzelhetgbb, hiszen neutrofilek é&s vérlems
esetén a TPA &ltalanos Ca-antagonizmusidt is e hatasra, a (Cz2+-
ATPaz aktivalasara vezetik vissza (Lagast és mtsai, 1984, Rickard
és Sheterline, 1985; Smith és mtsai, 1985).

A  quin? fluoreszcenciajinal valtozasait a nehézfémionok 1is
befolyasolhat jak (id. 5.2, fejezet). Mint ahogy azt az 5.1
fejezetben igazoltuk, TPA hatidsara a nehézfémionok sejten beliili
dtrendez8dése kévetkezik be. Igy az sem kizarhats, hogy a 26-27
abran bemutatott valtozasok €8y reésze nem az A23187 xatastalani-
tasaval, hanem a quin2 és a nehézfémek_kalcsﬁnhatéﬁ?éval magya-

intracellularis Ca2+ koncentricisd "véltozésai mellett
transzport TPA hatasara bekdvetkezd valtozdsait is meg
vizsgalnunk.

- - - - [} - e Gy . 5
razhaté. E feltételezésekbdl egyértelmiien kévetkezik, hogy az
a 2
k

A Ca2* transzport valtozisai

A 28. &bran egér timocitak 45(Ca felvételénel az A23187 kone
tricidé jatdol vals fliggését mutatjuk be kontrol]l (o - - = &)
letve TPA el8inkubalt (20 nM, 90 perc; e—e) sejtek
Lathato, hogy a 45Ca felvétele ergteljesen lecsskken TPA k
hatasara a kontroll sejtekhez képest. A 45(0g felvétel
értékeinek eléréséhez TPA kezelt sejtek esetén kb. egy nag
renddel nagyobb A23187 koncentracis szlikséges, mint a ko
kisérletben. Iz a kisérleti adat egybevag az A23187 "minima
hatékony" koncentréciéjémak a Cai mérések esetén tapasztalt
Szeres ndvekedésével .
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Mindez azonban még mindig nem ad valaszt arra a kérdésre, hogy
valtozik-e a Ca2+ kipumpidlasinak sebessége T limfocitdkban TPA
hatésdra. A 9. tadblazatban a 45Ca felvétel és leadas vizsgalata
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28 zbra TPA el8inkubalas hatésa az A23187 Altal kivaltott 45Ca
felvételre

Egér timocitdkat 20 nM TPA-val 90 percen &t Inkubdltunk

(e—e). A kontroll sejteket (o~ - -o) a TPA oldd:
vel, 0.1 térf. % DMBO-val kezeltik. A 45Ca
mérését a 4.4.2. fejezet 1lapj%n v'gmutih, Az (o]
kiil5nalldé 3-3 paralelt tartalmazd mérés dtlagértélel

LB

GD. (Csermely és Somogyi, 1988)

9. tablazat

45Ca felvétel és leadas kontroll és TPA kezelt egér

timocitakon?
a 15Ca felvétel/ 15Ca felviial 45Ca leadés
/leadds inkuba- (cpm 2 10-2/5 x 106 sejt)
lasi ideje kontroll +TPA kantroll +FTEA
5 pexrc 4.0 £+ 0.4 9 + 0.3 n.m.b I
10 perc 7.9 = 0.8 £.0 &£ 0.4 1.5 £ 0.8 L5 = @8
+ 10 pM R24571 17.2 x 1.4 12.0 + 0.6 0.8 = 0.3 1,8 = 0.2
20 perc 3.3 % 1.0 102 £30.8 .85 =2 0.3 .2 0.4
£0 perc 181 £ 2.0 15.3 &£ 1.3 T8 % 0.8 0 = 0.9
+ 10 uM R24571 n.m n.m. 282 05 2.3 = 0.4
aA sejteket a 4.1. fejezet alzpjén izolaltuk. A 45Ca f lvétel £z
leadids értékeket a 4.4.2. fajezet alapjin ha ctult meg Az
egyes értékek 3 kiil®nalld T-3 paralelt tartalmacc mérés '
perces inkubdldsi id8" -re kerrigidlt atlagértikel 4 oD,
b n.m. = nem meghatdrozott (Coermely és Somogyi, 1788

[
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sSc An kapﬁtt gredményeinket mutatjuk be. A tahlazat

ri t TPA kezelés sem a Calt felvétel, sem pedig a
se e55égét nem valtoztatja meg szignifikinsan. Az e
1& bségek abban az esetben sem kimutathatdak, ha =
Ca + pumpdjat a szelektiv kalmodulin mnuagunirtuvgi, o
1i mmal (R24571; Van Bellsz, 1981) gatoljuk Iay TFPA ha
. 15 . £ " e e B £ R
a kalmodulin-fliggo, sem az attdl _aggutlen Ca kipum
= oy = ] 3 2 a m )
sz relk sebessége nem valtozik meg szamottevden T lim

Eredményeink latszdlap elentmondanak a TPA neutrofile
vé: lemezkék esetén tapasztalhatd, a Ca2+ kidramlast fokozd
sé& ak (Lagast é&s mtsail, 1984; Rickardt és Sheterline, 1885,
és mtsai, 1985). Mas irodalmi adatok azonban arra utalnak, hogy =
Cz"+ pumpa rendszerek TPA hatiséra bekdvetkezl aqtlvul,JJc“ nem
mi .den sejt Altalanos jelensépge. Grubbs és th ire (laop* TPA
ke =1és hatidsira valtozatlan 45Ca felvételrdl 1

mc'nak be S48 limfdoma sejtelken. Hasonld s=rec
Or llana &s mbtsai (19805) asztrocitdma 5
iVirgilio és mtsai (1886) PClZ é&s RINmAEF szek

i

Osszefoglalasként megdllapithatjuk, hogy a fehé 5

re. dszer aktivaldédasa hosszabb id8 (kb. 80 perc) elte a
ic..ofér, A23187 &ltal ellsegitett Ca2+ felvételt hatékonyan &=
Tkkenti. Ez a csbkkenés nem Jjar egyiitt a Ca?+t pumpa rendszerel
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5.4.2. Nehézfémionok szerepe a forbol észterek (diacil-glicerolok)
és a Ca-ionofdérok antagonizmuséban

Annak a felismerése utan, hnLy a TPA képes meggdt

Ca-ionofdr hatésat és ez a jelenség az ismerels=s,
telezett mechanizmusokkal &m magyarazhatd, eddigi
fényében felmeril a kérdés: Jatszanak-e vajon a

dezett nehézfémek valamilyen szerepe et e Ca-antag
kulédséban. Tovabbi kérdéslént mertlhet fel, hogy ez
ni:mus vajon csak a TPA sajitja, wvagy a fehérje kirn

zetes" aktivatoraival, a diacil-glicerolo kul is
Ler‘ sekre 1gyukcatunk valaszt talalni az alabbiak
d8 xisérleteink soran.

A 29. abra A részén 20 nM AZ23187 hatasit mutat jul
és TPA ellinkubalt (20 oM, 90 perc) egér timocitik
reszeencidjara. A quin2-vel végzett kisérleteknek (1
5.4.1. fejezet) a fura-2-vel valsd r&pIOduﬁdlhagn,:Lu

annak a valdszinlségét, hogy a Cai ecsdkkenédzs mérts :
valtozds a quin2 mérés nchénfémek &ltal wvaléd ;ux__cns;;;k 2
kivetkezménye (1ld. 5.2.

Az abra C részén olecil-acetil-glicerollal &
kubidlds hatasa lathatd. Az OAG (hasonldan a >
képes az AZ3187 hatisanal cstklentésd Akizér
ga szerint az oleocll-acetil-glicerol 20 per
fejtette ki maximélis hatasdt. A sejteket t
OACG minden bizonnyal foszfatidsavva, monocacil- S
termékekké metabolizaldédhatott (14, 2.1.3. f &

magyarazata annak is, hogy az OAG a TPA-nal
ben képes meggatolnl az AZ2D3187 hatasat.
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A C
A23187

A23187 kontroll ; kontroll

+ 0AG

B D
A23187 A23187 :

kontroll kontroll

aw
+ TPA

FURA-2 FLUORESZCENCIA

I8 (+— 1 perc)

29. &4bra A sejten belilli nehézfém kelator, TPEN a kontroll
értékre allitja vissza az A23187 TPA, illetve OAG &alt.
lecsBkkentett aktivitasat

Egér timocitdkat TPA-val (20 nM, 90 perc), oleo
acetil-glicerollal (OAG-vel, 50 pg/ml, 20 perc) i
az olddészer dimetilszulfoxiddal (kontroll) inkubal

juk meghatérozdsat a 4.4.1. fejezet alapjdn végez
Az A23187 végkoncentraciéja 20 nM, a TPEN-& 350 M s
A bemutatott adatok haérom kiilonadlld kisérlet rep
tansai. Az abra A-D részének fluoreszcencia é
azonos egységekben tintettik fel (Csermely és
1988).

z ; : o Wiy S & o
hatas teljes kifejlodése QAG esetén is hosszabb 1idot venne
. - . - . 4 - - . .
igénybe, de ilyen hosszu id¥ elteltével az OAG mér nincs jelen =z
rendszerben.

A 29. 4bra B és D részében a sejtbioldgiai gyakorlatba Arcsla 5
mtsai (1985) altal bevezetett sejten belﬁlil nehézfém-keldtor:
TPEN-t adtunk a kontroll, illetve TPA/OAG el8inkubdlt sejtekhecz

TPEN jelenlétében az AZ23187 hatékonysaga a kontroll értékre ndtt
F kisérleteinket a 10-100-szor hatékonyabb Ca-ionofdrral, =a=z
ionomicinnel is reprodukélni tudtuk. Azonos eredményeket kaptunk:
akkor is, ha egér timocitdk helyett nyul timocitdkkal dolgoztuzn:
(nem bemutatott adatok). Ezek az adatok arra utalnak, hogy a TIZIE
4ltal komplexbe vitt nehézfémek minden bizonnyal szerepet jatszz-
nak az A23187 TPA, illetve OAG altal kivaltott aktivitéscsSklens
sében. ’
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10. tablazat.

Az intracellularis nehézfém keldtor, TPEN hatésa a 45Ca

felvételéren
A23187 _ 45Ca felvétel (cpm x 10-3)
koncentracid
(nM) kontroll + TPA +TPA/TPEN + QAG +QAG/TPEN
Q 3.7£0.3 3.5+0.4 3.2+0.8 3.6+0.2 3.840.4
100 11.6+0.8 7.4+0.7 11.120.9 8.120.9 10.7+1.3
200 14.9+#1.3 B8.1+1.0 13.9%1.5 10.2+1.2 13.1+1.1
aAz egér timocitdk izoldlasat a 4.1. fejezet, a 45Ca felvéie

=

méréseket a 4.4.2. fejezet alapjan végeztik. A sejteket TPA-va
(20 nM, 90 perc), OAG-val (50 ug/ml, 20 perc), TPEN-nel (100 M
90, iletve 20 perc), illetve az olddszeriikként szolgiald DMBO-va
inkubaltuk el8. Az adatok 3 kiildénalld, egyenként 3-3 paralele
mérés Atlagértékei + SD. (Csermely és Somogyi, 1968)

3
1
S

5

A 10. +téablazat adatai megergsitik eddigli eredményeinket. A
téblazat adataibél kitinilk, hogy az oleoil-acetil-glicerol (0OAC
nemcsak az A23187 altal indukalt Cai emelkedést, hanem a 45
felvételt is csdkkenteni képes. Az OAG-vel indukalt csokken
mértédke itt is kisebb mint az A23187 TPA altal el8idézett hata
csdkkenédse. TPEN mind a TPA, mind az OAG hatasit képes felfig-
geszteni. A 10. tédblazatban kdzdlt adataink ( a 28. a&bran bemuta-
tott adatokkal egyiitt) kézvetlen bizonyitékat jelentik annak,
hogy a fehérje kindz C aktivalasa a Ca-ionoférok Cadt=
transzportidlé képességét valdban lecsdkkenti €s nem <¢supéan asz
dtrendezbdd nehézfémek révén torzitja a Cai meghatarozisa sora
kapott eredményeket .
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Eddigi eredményeink alapjin felmeril a kérdés: vannak-e mé
olyan adatok,amelyek arra utalnak, hogy nehézfémionok képesek a
A23187 Altal el8segitett Ca2+ transzport gatléasara. A nehézfémio
noknak (Zn2+, Mn2+, stb) az A23187-hez mutatott affinitadsa a
CaZ+-énal 100-szor, 1000-szer nagyobb (Pfeiffer és Lardy, 1876 .
Mn2+ ionok megakadalyozzak a limfocitak A23187 &4ltal okozott 45Ca

felvételét (Resch és mtsai, 1978). Extracelluldris Mn2+ é&s ZInlt
ionok jelenlétében az A23187 csak a kontroll é&rtéknél sokkalta
nagyobb koncentrdcidéban képes emelni az intracellularis Ca2*
koncentracidét (nem bemutatott adatok). Ascites tumorse jtekben is
a Ca-ionoférok csdkkent hatékonysagat irtak le. Ez egyitt Jar
ezen sejtek kiugrdéan magas citoszolikus nehézfémtartalmaval
(Arslan és mtsai, 1985 és a benne 1évd hivatkozasok). Ezek az
adatok t3bb példan &t is valdszinisitik, jlletve igazoljak, hogy
a nehézfémionok képesek a Ca-ionofdrok Ca2+t transzportjanak B

gatlasara.
5.4.3. Forbol észter nem gatolja a Ca-ionofdrok mozgékonysagét

Az eléz8ckben bizonyitottuk, hogy a nehézfémionok szerepet
jadtszanak a Ca ionofdrok TPA kezelés hatdsara bekdvetkezo aktivi
tascsdkkenésében. A  tovabbiakban arra a kérdésre igyeks
laszt taldlni: vannak-e més olyan mechanizmusok, amelyek e
tik ezt a folyamatot. Szémos ilyen mechanizmus feltételezh

r
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-- a TPA az ionofdrokkal k&zvetlen kdlcsSbnhatdsba lépve g2
transzport sajatsagaikat;

-- a plazmamembran fluiditéisa ergteljesen lecstkken TPA kezelé:
hatasara: az ionofdrok "befagynak"a membranba;

-- az ionofdérok valamely membranfehérjéhez vald kstédéssel
immobiliz&lddnak TPA kezelés hatéasira.

A23187 fluoreszcencidjanak meghatdrozisa kontroll és TPA inkubilt

seitekben
Az A23187 fluoreszcencidjanak meghatdrozdsat a 4.5.1. fejezet
szerint, Pfeiffer és mtsai (1974) munkdi alapjin végeztilk. A 30
dbran az A23187 pufferben (a), kontroll (b,c) é&s TPA kezelt (50
nM, 90 perc, 37°C; d,e) sejtekben mutatott fluoreszcencidja lat-
haté., Az a gorbe a Ca2+ és Mg2+ mentes médositott Hank fél=
médiumba adott A23187 fluoreszcencidjat jelsli. Apolaros kdzegben
8 8 o D b
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30. 4bra TPA és TPA el8inkubaléds hatésa az A23187
fluoreszcencidjara
Az A23187 fluoreszcenciidjanak meghatiroziasat a 4.5.1
fejezetben leirtak szerint, Ca2+ és Mg2+ mentes médosi-
tott Hank féle médiumban végeztitk. Az egér timocitikat
TPA-val (50 nM, 90 perc, d,e), illetve DMSO-val (b,c)
inkubaltuk, majd & x 107 sejt/ml sejtsliriiségen Qjra-
szuszpenddltuk. A b-e. kisérletekben =2 sejteket e
"torzsoldatbdl" adtuk a vizsgalt mintdhoz Az abran
bemutatott gdrbék fluoreszcencia értékeit azonos egy
ségben tlintettik fel. A gdrbék & kiil5nadllé kisérlet

reprezentdnsai. (Csermely és Somogyi, 1988)
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az A23187 fluoreszcencidja a sokszorosara nd (Pfeiffer
1974). Ez 1lehet a magyardzata annak, hogy TFA hLa,uddl
A23187 fluoreszcenciidja megemelkedik. A TPA dUthlUULPSMCG
a vizsgidlt kodriilmények kozdtt elhanyagolhatd (nem bemut
adat). A poléros olddszerben az egyarant hidroféb AZ3187
egymassal direkt kdlcsdnhatisba lépve kdzGsen kizidrddnak
sberkezetebél Igy az A23187 kérnyezete hidrofébba valik,
reszcencidja megnd. Pfeiffer és munkatarsai (1974) megfigyelé
vel dsszhangban a mangan kioltja az A23187 fluoreszcencidjat
gdrbék) .
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A 30. &brab. és c. gorbéi az A23187 kontroll (csak DMSO-wval
inkubalt) limfocitdkban mutatott fluoreszcencidjat Jeldlik. z
A23187-nek a seatek hozzaadasara mutatott fluocreszcencia-ndveke-
dése az el8z8ek analégidjara a Ca-ionoférnak a hidrofdéb sejtmem-

branba vald beépiilésével magyarizhaté. Ca2+ hozzdaddsdra mind
Mg2+ nélkiil (b. gbrbe), mind jelenlétében (c. gorbe) az A23187
fluoreszcenciajanak atmeneti novekedése flgyelfhrté meg. Sejtek_
ben TPA hozzaadaséra az AZ3187 fluoreszcencidja nem valtozik meg.

-
=0

A d. és e. gdrbéket TPA el&inkubalt (50 nM, 90 perc) sejtek
jelenlétében vettiik fel. Az A23187-nek a sejtek hozziadasara

mutato+t fluozeszcenc1anuvakﬁdeae fliiggetlennek bizonyult a sejtek
“el8életét81l", kontroll Jtek ugyanolyan fluoreszcencia-ndveke-
déshez vezettek, mint a TPA el8inkubilt timocitdk (v&. a b. és c
gorbéket a d. és e. gdrbékkel). Ezzel szemben a TPA el8inkubilés
megakadalyozta, 1lleth nagymértékben lecstkkentette az AZ23187
Ca2+ hatasara létrejdv8 Atmeneti fluoreszcenciandvekedését. Ezen

dtmeneti fluoreszcencia-novekedés gatlasa kalmidazoliuammal,
plazmamembran Ca2+-pumpa inhibitoraval (Van Belle, 1881) is
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31. 4bra Az A23187 fluoreszcencidja kontroll és TPA kezelt
timocitékban

Az egér timocitdkat a 4.1. fejezet alapjén izo

az A23187 fluoreszcencidjat a 4.5.1. fejezet

hataroztuk meg. A timocitdkat TPA-val (20 nM,

o——-o), illetve DMSO-val (o~ - ~o) inkubéltuk.
strfiség 5 x 105 sejt/ml volt. A bemutatott ért
kiiloéndllé mérés reprezentansai. *
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elérhetd (nem bemutatott adatok). E kisérleti tény arra
hogy az A23187 fluoreszcencidjanak atmeneti névekedése &ss

| o~

i

gésben allhat a Ca2+ pumpa aktivalédasaval, az ionofér gy
"aktiv &llapotat" Jelezve. Ez az "aktiv allapot" TPA el8inku
utén nem elérhetg, ami Gjabb bizonyitékaul szolgalhat a TPA
Ca-ionoférok antagonizmusanak.
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A 30. &bran bemutatott kisérleteinket két irédnyban bgvitettﬁk
tovabb. A 31. abran az A23187 fluoreszcencidjat 20 nm-+o1 800 nM-
ig kovettiik kontroll és TPA el8inkubalt (20 nM, 90 perc)
sejtekben. Szamottevl kiilonbséget ezen esetekben sem taldltunk.

Abbsl a ténybgl, hogy az A23187 fluoreszcencidja kontroll &s
TPA kezelt sejtekben megegyezik, egy érdekes kévetkeztetés vonha-
td le. Az 5.4.2. fejezetben ismertetett eredményeink alapjan
feltételezhetd, hogy forbol észterrel kezelt sejtekben az A23187
jelent8s része nehézfémmel képzett komplexe formajiban van jelen.
Az ionofér fluoreszcencidja mégsem valtozik. Pfeiffer &5 munka-
térsai (1974), valamint sajat, nem bemutatott adataink szerint a
nehézfémek ksziil a cink az egyetlen, amely nem oltja ki az A23187
fluoreszcencidjat. Emiatt Ffenti feltételezésiinket Ggy pontosit-
hat juk, hogy forbol észterrel kezelt sejtekben az A23187 jelent8s
része cinkkel képzett komplexe formdjaban van Jelen. Ez a felté-
telezés szép Osszhangban 411 az 5.1. fejezetben bemutatott ered-
ményeinkkkel, amelyek szerint forbolészter kezelés hatas

dra &
cink koncentricidja né meg a citoszolban a legjelent&sebb mérts
ben.
A mangannak az A23187 fluoreszcencidjat kioltd hatisat
vizsgalva (32. abra) nem +talaltunk semmilyen kiildnbséget s
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32. 4&bra Mangannak az A23187 fluoreszcencidjat kiolts hatéasa
kontroll és TPA kezelt timocitédkban

.. H_no .y . . ; i 5 .
A Kkisérletet az el1&z¥4 abran leirtak alapjan végeztiik
T4 -1

el. x—x, kontroll sejtek; e-—e TPA inkubalt sejtelk.
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kioltds mértékében kontroll, iletve TPA kezelt sejtek esetén.
50 %-os kioltas mindkét esetben 0.3 KM Mn2+ koncentricis eset
Jelentkezik a kSzeg 1 mM Ca2+ é&s 0.5 mM Mg2+ koncentricisja
mellett. Ez azt Jelenti, hogy a timocitdkba épiilt A23187 Mn2+-ra
illetve Ca2+ /Mg2+-ra mutatott relativ affinitasa nenm valtozik meg
TPA kezelés hatasara.

=3

Eddigi eredményeink eléggé valdsziniitlenné teszik, hogy a TPA-
nak és az A23187-nek membranbeli kdzvetlen kélecsdnhatasa szerepet
Jatsszon a két anyag antagonizmusdban. Az antagonista hatas id¥-
fiiggd, 20 nM TPA koncentracid felett dllandé, (igy 20 nM TPA-nak
kellene k&zel tizszeres mennyiségil A23187-et blokkolnia) és agp
A23187 fluoreszcencidjanak TPA kezelésre mutatott 4llandésaga sem
tamasztja ald a kdzvetlen kélesénhatas tényét. A Mn2+ és5 5 Caz+/
Mg?+-affinitasanak valtozatlansiga arra utal, hogy pusztin a
neﬂézfémTionok koncentricidjaban bekévetkez ¥ mennyiségi €s nem
af"initasbeli valtozasok azok, amelyek a Ca-ionofdérok aktivitsi-
sé&:ak meggatlasihoz vezetnek.

Az A23187 emisszids anizotrépidja kontroll és TP kezelt
se_tekben
Az emisszids anizo}répia mérések az adott fluorofér mozgékony-
P s = ¢ T : con S e B
saganak érzékeny jelz8i (1d. 4.5.2, fejezet). Ezen sajatossaganal
fogva az A23187 emisszids anizotrépidjinak a megmérése az egyik
legalkalmasabb médszer arra, hogy elddntsiik: csdkkent-e¢ az ionfér

mozgékonysdga TPA kezelés hatasara.

A TPA Altal okozott membranfluiditas valtozasokat vizsgalsd
eddigi kisérletek eredménye elég ellentmondédsos. Stocker és mtsai
(1887) leukocitédkban =a TPA membranfluiditis-csskkent hatdsarésl
szamolnak be. Ezzel ellentétben Fischer és mtsai (1974) patkiany
embrid sejtekben, valamint Deelers €s mtsai (1981) mesterséges
membrinokban a TPA fluiditdsnéveld hatisat tapasztaltik. Goppelt-
Striibe é&s Resch (1987) nemrég megjelent kdzleményiikben ramutat-
tak, hogy a fluoreszcencia polarizdcisé (és igy az ebb&l szirmaz-
tathatd fluiditds) mértéke er8sen kiilénbdzik akkor, ha a fluo-
reszcens proébat egész sejthez, vagy izolalt pPlazmamembran prepa-

11.Tablazat

Az A23187 fluoreszcencidjanak emissziés anizotrépidja pufferben,
kontroll é&s TPA-kezelt egér timocitékban

emisszids anizotrépia

A23187
koncentricid puffer kontroll TPA kezelt
(nM) sejt sejt
50 0.141 + 0.021 0.215 + 0.018 0.204 + 0.023
100 0.129 %+ 0,020 0.208 + 0.029 0.191 + 0.020
200 0.118 + 0.025 0.176 = 0.018 0.164 + 0.014
400 0.126 = 0.017 0.169 + 0.010 0.151 + 0.009
A sejteket TPA-val (20 nM, 90 perc), illetve DM50-val (kontroll
sejtek) inkubaltuk. Az emisszids anizotrépidt a 4.5.2 fejezeiben
leirtak alapjan mértiik. A sejtsﬂrﬁség 9 x 10 sejt/ml volt.

Az adatok 5t kiildnallé kisérlet atlagértékei + Sp”.
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syl z
ritumhoz adjuk. Igy a fluoreszcens prébak kilenszs kis

feltételek kozdtti kiildnbdz0 megoszlasa is hozzajérulhat a
dalmi adatok ellentmondasossagahoz. Kisérleteinkben e
alarendeltebb szerepel jatszik, hiszen adatainkbdl nem a
4ltaléanos fluiditasvaltozasara kivéanunk kévetkeztetni, ha =
fluoreszcens anyag, az A23187 Ca ionofér mozgékonysogot kivanj
megvizsgalni sajat emisszidés anizotrépiaja nyomonkévetésével.

@

2

Az A23187 emissziods anizotrépidja szémottevgen megeme 1 k¢
akkor, ha az ionofér beépiill az egér timocitak plazmamembr?
(11. tablazat). Ez az ionofor immobilizdlédasara utal. Min
41tal TPA kezelt sejtekben az emisszidés anizotrépia tovabbi n
kedése nem kovetkezik be, s84 kismértéki cstkkenést (p<0.
nifikanciaszintil kiildnbség 50-200 nM  A23187 esetén,
p<0.025 szignifikanciaszint 400 nM A23187 esetén) tapas

+

[a T (L

tunk. Ez a plazmamembran TPA haté&sara beksvetkezd fluidita
kedésére utalhat.

Energiatranszfer a membranfehérjék Tyr,Try csoportjai és az
A23187 Ca-ionofér kdzdtt

Annak a magyarazataként, hogy az A23187 kevésbé tudja tra
portalni a Ca2*-ot TPA kezelt sejtekben az is elképzelhetg,
ilyen esetben az jonofér a plazmamembran valamely fehérjej
ko5tddve immobilizalddilk. Ez a jelenség a membranfehérjék Tyr,
csoportjal és az A23187 kozott 1étrehozhatd energlatransz
nagysaganak ugrésszerﬁ megemelkedésével kellene, hogy Jarjon (
Hyono és mtsai, 1985; valamint 4.5.3. fejezet).
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A 33. &bran a 270 nm-en (a Tyr és Try gerjesztési maximuman
gerjesztett sejtszuszpenzid fluoreszcencia emisszids spektrum
lathaték. Az A23187 sajat fluoreszcencidjara korrigalt
trumokon a 430 nm-nél megjeleng cstics az A23187 mésodlagos
szidéja. E cstcs nagysaga jelzl az energiatranszfer méy
Arra, hogy a rendszerben valddi energiatranszfer mehet veg
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is wutal, hogy a Tyr, Try emisszidjanak csbkkenése nag
egybevag az A23187-re jelleng hullamhosszon megjeleng masc
emisszio mértékével. A 93. Abra A és B részének bsszevetl
14thaté, hogy TPA kezelés nem okoz szamottevld valtozds

Try csoportok és az A23187 kozdtti energiatranszfer mértél
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Eddigi méréseinket Haszefoglalva megéllapitbatjuk, hegy az
A23187 TPA kezelés hatasara bekdvetkezo -——feltételezett~- im

s -
mobDl

lizacidjat sem az emisszidés anizotroépla vizsgélatok, sem pedig az
energiatranszfer mérések nem mutattak ki. Igy a TPA-nak az A23187

- - - - - - H - . o~
Ca2+  transzportdld képessségét csdkkento hatdsa a vizsgalt
k&ziil egyedill a megndvekedett nehézfém-koncentracid gatlé h
ra vezetheto vissza.

Feltételezésiink szerint tehat az A23187 jelentgs részz nehéz
fémekkel (leginkabb: cinkkel) képzett komplexe formajéban var
jelen a forbol tszterrel kezelt sejtekben. A forbol észter keze-
lés hataséara a citoszolban megjeleng nehénfémek mennyiségére &t
£ 1.2. fejezetben leirt szamszerd eredményelink =gy Srdekes szami
tias elvégzésére nyGjtanak lehetéséget. Elég-e¢ & felszabadul
nehézfémek mennyisége a jelenlévg A23187 komplexbe vitelérs

gatlasara?
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+ A23187 (nM) + A23187 (nM)

FLUORESZCENCIA INTENZITAS

sejtek + DMSO sejtek + TPA

300 © 400 500 300 400 500
HULLAMHOSSZ  (nm)

33, abra Egér timocitdk membranfehérjéinek Tyr, Try
csoportjai és az A23187 kozdtti energiatranszfer

Egér timocitéakat DMSO-val (A rész), illetve TPA-val

f
nM, 90 perc, B rész) inkubaltunk. Az energiatranszf
s

[Sv]
o

méréseket a 4.5.3. fejezet alapjan végeztilk. Az ARD
Ca-ionofért a megjeldlt koncentra01okban, 100, 200
500 nM-ban adtuk a sejtekhez. Az emisszids fpﬁﬂtIUﬂ
az A23187 fluoreszcenciadjara korrigaltuk a 4.5.3.
zet szerint. Az egyes spektrumok 5 kulonqlln ki
reprezentansai, az Abra A és B részének fluores:z
egységel azoncsak (Csermely és Somogyi, 1988).
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Az 5.4.1. fejezetben ismertetett eredményeinkbgl kitlinilk,
hogy forbol észter kezelés hatadsira az A23187 minimdlisan haté-
kony koncentridcidéja 20 nM-rél kb. 200 nM-ra emelkedett. Ez mili-
literenként kb. 100-200 pmol A23187 "hatastalanitasat" ilgényli.
Mivel egy mililiterben a kisérletek sordan 5 x 108 timo

cita ‘»'-'._;lt,
az 5.1.2. fejezetben vizsgadlt &5 x 10% db. tlmoalta esetén 100-200
nmol A23187 “hatastalanitasara" elegendd nehézfémnek kellestt
termel8dnie forbol észter kezelés hatasara. A 3. tébléazaiban
bemutatott adataink alapjan TPA hatasara a LlE“SQULUdM 16 nmcl Cu
és 242 nmol Zn Jjelent mcg Ez mlndaﬁleppen PleaHndhurr latszik az
A23187-tel kdSz8s komplex képzésére, kildnbsen akkor, ha figyelem-
be vessziik, hogy az A23187 a fémekkel leginkabb 2:1 aranyn
komplexet képez (Pfeiffer é&s mtsai, 1874). E szamitésunk szémsse

Agabs

riten is igazolja az A23187 fluoreszcenciajanak Vd"o:at7 15
fakadd azon feltételezéslinket, hogy az AZ23187 déntd mértéLbnu
cinkkel képezhet komplexet TPA kezelt sejtekben.
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5.5. Cink ionok hatdsa a Ca2+- &s foszfolipid-fligg¥ fehérje kinéz
aktivitésara és lokalizécidjara

Eddlgl kisérleteink sordn Dbizonyitottuk, hogy a Ca2t- és
szfolipid- fuggé fehérje kinaz (fehérje klna: C) rendszer akti-
valaba a nehézfémek sejten belili dtrendezfidéséhez vezet (5.1.
fejezet). Fény deriilt arra is, hogy a citoszol megndvekedett
nehézfém tartalma szerepet Jatszik a Ca-ionofdroknak a fehérje
kindz C aktivaléaséara bmkuvntkeva hatascstkkenésében (5 feje-
zet). Mivel nem csak a fehérje kindz C hat a Caz+-fluggl folyama-
tokra, hanem a Ca2+ is hat a fehérje kindz C-re, mint az enzim
egyik aktivatora, kézenfekv® a kérdés: Dbefolydsoljik-e a nehéz-
fémionok (kiiléndsen kdziilik a leggyakoribb: a cink) valamilyen
médon  a fehérje kindz C aktivécidjat. E kérdésre prébalunk  meg

vadlaszt keresni a tovabbiakban.

5.5.1. Cink ionok hatidsa a fehérje kindz C aktivitéséra

Kisérleteink sordn el8szdr a fehérje kindz C aktivitdsénak In2+
hatisara bekdvetkezd valtozdsait vizsgaltuk. A 34. abran bemuta-
tott eredményeink szerint 0.75 mM ZnCl2z jelentfsen ndveli =z
citoszobeli fehérje kinaz C aktivitasét, mikdzben az "alap-kinaz”
aktivitds (amelyet CaZ2+ és foszfolipidek nélkiil mértink) valto-
zatlan marad. A membrinkdtdtt fehérje kindz C aktivitésat hasonld
koncentracisja ZnClz nem befolydsolja (nem bemutatott adatcok). A
fehérje kindz C cink hatésara bekdvetkez8 aktivicidja 30 és 8
kdz5tt valtozott a kiildnbszd preparatumokban. A maximélis =zalti
tashoz sziikséges Osszes ZnClz koncentrécid 0.7 és 1.0 mM k3zd
tartomanyba esett.

A prepardtumrdl preparatumra vald kiilonbség [nek tsbb oka is lehet:

a. kiildnbdzhet az egyes praparatumok oxiddltsédgi foka. Mivel a
szulfhidril csoportok clnk k5t8 képessége uxid301ujun
nagymértékben csdkken, elérehaladottabb oxidacid ese
mind a sejten beliili SH-csoportok, mind a DTT SH-csoport
Zn2+ megkdtésére egyre inkdbb alkalmatlanckka valnak, acz

aktivalashoz szilksépes Osszes ZnCl2z koncentrécid csidkzen.

b, A citoszobeli fehérje kinaz C cinkkul vald telitetbttsége a
kiilonbsz8 prepariatumokban kiil5nbsz8 lehet Igy a citoszol
ban 1év8 &sszes enzimmennyiség kulonbozu hanyadat 1lehet
(természetesen a szitkséges ZnClz valtozd mennyiségével) ak
tivalni.

c. A kilsnbsz¥ prppﬁrétumok kﬁlﬁnbﬁagségéhez az a nem

-

felfedezett tény is hozzadjarulhat, hogy a fulg je
nek legalabb harom lzoenzime kiildnbdztethetl meg.

enzimek egymastdl vald kiilldnbségeli részben gen
meghatérozottak, de kulonboagdcguk mas,
tart okokra is visszavezethet8 lehet (Jz

-

1987; Sekiguchi és mtsai, 1987; Woodget
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l1tételezések bizonyitasa, vagy cafolata tovabbi kisérleteket
nyel . 2
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4. abra Cink aktivdlja a fehérje kin&z C-t

A nyal timocitakbdl szirmazd citoszelt a 4.2, fejezet
alapjédn izolaltuk. A fehérje kindz C aktivitdsanak
meghatdrozédsa a 4.6. fejezet alapjan tortént. Az abra A
részén a fehérje kinaz C aktivitasa, B részén pe ig az
"alap-kinaz" aktivitds 1lathatd. Az egyes méréseket cinl
nélkiil (o,0 ), illetve 0.75 mM 8s=zzes koncentracidja
ZnClz2 jel :nlétében (o,M) végeztilk. A nyillal Jeldlt he-

lyen 100 uM végkoncentricidja fehérje kindz C inhibi-
tort, H-7-et adtunk a reakcidelegy egy részéhez. Az a-
datok négy kiilonilléd kisérlet reprezentansai (Csermely
és mtsai, 1988).

0.75 mM 8sszes ZnCl: koncentricid esetén a szabad Zn2+ koncent-
racié 10-8 M kdriili értékre tehetl. 2 mM-nal t5bb ZnClz hozzi-
adisa esetén mind a citoszobeli, mind a mebrankotstt fehérje
kindz C aktivitéasa ergteljesen cstkken (nem bemutatotbt adatok).
Ezen, g4tlé hatasa ZnCl: koncentrécid esetén a Zn2+ szabad kon-
centracidja 10-8 M w6riili értékre tehetd. A szabad Zn2+ koncens
racidkat Bartfai (1978) alapjan becsiiltilk az EGTA, EDTA és DTT aw
értékekre korrigal! stabilitasi konstansait Bjerrum é&s misai
(1957) adatai alapjan szamoltuk. A szabad Zn2+* Lkoncentricisk

P
b T

fenti értékeit azonban csupdn becsléseknek lehet tekinteni.

U e fin 3 0 ok -3 @

tos szémitdsokat azért nem tudtunk végezni, mivel az el8211t
rendszer kelatorok (EGTA, EDTA, DTT + citoszolikus fehérjck,
vegyliletek) és kati nok sokasdgat (Cal+, Mg2+, Zn2+ + 5 oite zol

kationjai) tartalma ta.

-

Nishizuka és csoportja egyik korai kdzleményében arrdl

be, hogy Zn2+ nen képes aktivalni a fehérje kinidz ¢
(Inoue és mtsai, 1977). Az altaluk leirt eredmény=k

eredményeink ktzdtti ellentmondds azonban cgak 1a
Nishizuka és csoportja ugyanis e korai kézleményeibe
fehérje kindz C-t, lianem csak annak a reguldcids domén 1
utdn keletkez® kat:litikus doménjét (fehérje kindz M) vizse
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Pirker é&s mtsai (1986) szerint a fehérje kindz C feltételez=tt
cink kétbhelye(i) a regulacids domén részét képezi(k). Igy =
Nishizuka é&s csoportja altal kdzslt eredmények és sajit eradmé-
nyeink k&zotti latszélagos ellentmondias valéjaban azt az elképze-
lésiinket er8siti meg, hogy a fehérje kindz C feltételezett cink-
kﬁtghelye szerepet Jatszik az enzim cink ionok Altal okozott

aktivacidéjaban.

A 7ZnClz hatésdra észlelt enzimaktivitas novekedés szémos olyan
ok miatt kdvetkezhet be, amelgek esetén az enzimnek csupin 1lat-
szblagos aktivitisndvekedésérS1l beszélhetnénk. Az alabbiakban
ezen lehetséges okokat soroljuk fel -- cafol juk meg.

a. a ZnClz-bbél nem a Zn2+, hanem a Cl- aktival.

ZnS0a, illetve cink-acetit ugyanolyan hatékonysaggal
alkalmazhaté (nem bemutatott adatok) .

b. ZnCl2 hatasara Ca2+ szabadul fel a Ca-EGTA, Ca-EDTA kom-
plexekb8l, hiszen a Zn2+ sokkal nagyobb affinitassal bir
ezen kelatorokhoz, mint a Ca2+ (Bjerrum és mtsai, 1957). Az
enzim aktivilédasat tulajdonképpen a felszabaduld Ca2+
ionok okozzik.

Amennyiben ZnClz helyett vele ekvimoliris mennyiségﬁ
CaClz-ot adtunk a reakcidelegyhez, az aktivalas nem
kévetkezik be (nem bemutatott adatok).

c. Nem a fehérje kinaz €, hanem valamely mis Ca2+ filggl fehir-
Je kindz (pl.: a Ca2+-kalmodulin fugel fehérje kinéaz)
aktivalédik.

Amennyiben a ZnClz-ot é&s az aktivalashosz haszndlt
CaClz2-ot egyiitt adjuk az alap-kinaz reakcidelegyhesz
semmilyen aktiviciét nem tapasztalunk (nem bemutatott
adatok).

L. A fehérje kindz € katalitikus doménjér8l Ca2+-fiiggh
neutralis protedzokkal a regulicids domén levadlaszthatd.
Igy az enzim Ca2+- é&s foszfolipid aktivadlhatésidga megszal-
nik (Kishimoto és mtsai, 1983; Murray és mtsai, 1987;
Buday és mtsai, 1987). Amennyiben a Zn2+ a fehérje kindz C
degraddcidéjéban szerepet Jjatszd proteidzokat gatolna, e fo-
lyamatot is mint a fehérje kinaz C --1latszdlagos—-- aktiva-
cidéjat észlelnénk.

A katalitikus domén (M kindz) felszaporodiasat, illetve
mennyiségénelt cink hatdsiara beldvetkez¥ csbkkenésat
az "alap-kindz" aktivitdsdnak valteozisai kellene hogy
kisérjék. Ilyen valtozisokat nem tapasztaltunk (34. 3ib-
ra B rész). A Ca2+-fiiggd neutralis protedzt gatld leu-
peptin hatasara a fehérje kindz C aktivitisa nem valto-
zik az altalunk nyert prepardtumokban (12. téblazat). A
limfocitdknak a fehérje kinaz C-t hasitd protedzaktivi-
tasa jéval kisebb, mint az agy-, illetve médjsejtekben,
vérlemezkékben vagy neutrofilekben talalhatdé protedzak-
tivitas (v.5.: Guy és mtsail, 1986 és Murray és mtsal
1887).
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A Caz*-fﬁggg nentralis protedzok mellett a fehér)
ndz C cink-aktivacidjat a citoszol mas proteazai
befolyasolhatjdk. Young és mtsal (1987) adatail s
azonban a fehérje kinidz C enzim féléletideje a m
protedzaktivitasa , 27 °C-on tartott glidma sejt
is eléri a 6-7 oérat. Mivel a fehérje kindz C amtl
sanak mértékét kdzvetleniil az egyes szubcellul
frakcidk izolalasa utin végeztitk, nem valdszini,
az enzim proteolitikus bontasa el8rehaladott fokot
volna el. Erre utal az is, hogy a fehérje kindz C akt
vitasat az izolald pufferhez adott protedz-gatlsk ﬁ':
egy sem befolyadsolta (2 mM PMSF, 1 mM benzamidin,
pg/ml tripszin inhibitor, 10 pug/ml pepsztatin, ille
apronitin; nem bemutatott adatok).
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Cink ionok a foszfo-fehérje foszfatdzok ismert inhibitora
(Sparks és Brautigan, 1988). A fehérje kindz C-vel palru
zamosan muksdd, a fehérje kindz € &ltal foszforililt
szubsztriatot defoszforilild foszfatdzok gatlasa kisérleti
kBrilményeink kSzttt a fehérje kinaz C --latszdlagos--
aktivalasaként Jjelentkesne.
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A 34. Abran a fehérje kindz C-nek a fehérje kindz in
bitorral, H-7-tel (Hidaka és mtsai, 1984) vald gatl
utédn a szubsztrat foszforildltsdginak szintje zZo
mértékben us@kkcn cinlkt jelenlétében, mint anélkGl.
arra utal, hogy a c1nh nem befolyasclja a fehérje kin
C-vel parhuzamorﬂn mtk53d8 foszfatdzok aktivitasat.
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£. A cink ionok a tirezin timadaspontd foszfo-fehérje-foszfa-
tazokat még a foszfoszerin/foszfothreonin-fehérje foszfa-
tédzoknadl is jobban gatol jak (Sparks és Brautigan, 188€).
Tz felveti a lehetbségdt annak, hogy cink jelenlétében
fehérje kindz C-nek egy --ezidaig a gyors defoszforilacid

w

miatt rejtett-- tirozin kindzok altal foszforilalt formija

stabilizalédik, amely az alap-enzimnél magasabb aktivitas-

sal bir.
A citoszol-enzim 60 uM ATP, illetve 100 uM NaszVOs
jelenlétében wvald el&inkubidlisa nem vezetett az enzim
aktivdlédasdhoz (nem bemutatott adatok). Mivel a NaszVOa
a foszfotirozin-fehér je-foszfatdzok masik ismert gatld-
szere (Swarup és mtsai, 1982), ezen adatok a tirozin-
foszforilacidénak a fehérje kindz C aktivalhatdésagéban

Jatszott szerepe ellen szdlnak.

Az el8z8ekben ismertetett megfontoldsok miatt valds:
Zn2+ nanombélos szabad koncenltracidban képes a fehér
enzim aktivalasara. Az enzim cinkkel vald aktivalha
hogy ©sszefiiggésben &ll a *hhdlac1os doménben Par-*- -
(1986) altal feltételezett cinlk k5t8hely telitettségével.

Az értekezés megirdsdnak ideje alatt Murakami és mts
eredményeinkhez igen hasonld adatokat kdzdltek. Meg
szerint Zn2+ kis koncentracidban az agy citoszol fehér
t 10-75 %-os mértékben aktivaljzx. Amennyiben a Zn2+* szab:
centriciéja a uM-os értéket meghaladja, a fehérje Llﬁ'" C
kdvetkezik be. Ezen adatuk is =gybevig az altalink talélta
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5.5.2. Cink ionok hatasa a fehérje kindz C forbol észter k5t8
képességére

Egy enzim adott kisérleti korilmények kozdtti aktivalddisa

alapvstoen két mechanizmus szerint mehet végbe: vagy az nzim
. - . - . - . - I

dltal katalizalt reakeid maximéalis sebessége no meg, Vagy asz

enzim affinitasa valik nagyobba sz,ubsztrétjai,f illetve aktiviato-
rai irant. Noha a fehérje klnﬁu C-nek az elozo fejezetben ismer-
tetett aktivalasa nem vezetheto vissza az enzim affinitésvaltcza-

sadra, hiszen mind a szubsztridtokat, mind az aktivatorokat
feleslegben, "telitési értéken” dlkdlmaztuk ez a tény nem
ki annak a lehet8ségét, hogy a Zn2+ a reakciu maximilis sebe
gén kivill az enzim affinitasadt is befolyasolja. Az A P lL,
tonra, Ca2t-ra, fosafqtidi1q3€rinre és forbol s
glicerolra mutatott affinitdsok vizsgalata kozil elagként a
hatasat a forbol észter kstédése esetén v1“dgd}tuf meg. -Az
biakban e kisérleteink eredményeit mutatjuk be.
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35. Abra Cink hatdsa a 3H-forbol-dibutirat kst8désére

A nyal timocitdkat a 4.1., szubcellularis frake
4.2. fejezet dlapjin izolaltuk. A 2H-forbol-

kt8désének mértékét a 4.7. fejezet szerint hatd
meg. A vizsgilt fehérjemennyiség citoszol
ng, mikroszdémiak esetén 200 pg volt. Az dre
Zn2+ nélkiil, a t6ltstt kérdk 0.75 mM  Zn
létében végze Lt mérések eredményét jelidlik.
és D részén a kdtési adatok Scatchard-analizise

"-n
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A 34. &bran lathaté, hogy cink ionok megndvelik a citoszo
forbol észter receptorainak affinitasidt a 3H-forbol- dlbdtlLaw

‘—-.l

+.

irant. Hasonld ndvekedés membrankststt receptorok esetén nem
tapasztalhaté. Zn2+ nem okozott semmiféle valtozast asz 1 aM
Jelzetlen forbol-dibutirat jelenlétében mert aspecifikus kst8dées-

ben sem. A k&t8dési adatok ndgymarteku hasonldséagot mutatnak
fehérje kindz C aktivalddas soran kapott eredményeinkkel. A
hasonlé mdédon csak a 1todzollkus enzimre van hatéssal. A
nelkul mért citoszol kitldési giérbe t5bb, kiilonbszd dffln
kotobelyre utal. E ku1nnb593eb cink hozvaadﬂdara nagymeé
csdkkennek, eltiinnek. Ez Osszhangban &llna a citoszol
kindz C aktivAlasanak letOZO mértékével, illetve 2z
telezéslinkkel, hogy a citoszol enzim c1nk tel killdnbozd
telitett un21mek keveréke. E feltételezést tovabbi kisér
hivatottak megnyugtaté mddon bizonyitani.
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5.5.83. Cink ionok hatédsa a fehérje kindz C reverzibilis

membrankst8désére

Ca2+ elgsegiti a fehérje kindz C reverzibilis ketldésér 2
membranokhoz (12. Léblézat; Niedel és mtsai, 1983; Wolf és mt=ai,
1985/a-b; Pontremoli é&s mtsai, 19886; Goldlqﬂr*“ina és mtsai,
1986). A 12. tahlazat SZ‘llnt cink ionok is képesek a fehirje
kindz C membrankdt Sdésének elésegitésére.

A cink ionok &ltal kivAltott kstd8déshez a citoszol és a milkro-
széma frakcidé endogén Ca2+ tartalma is hozzadjarulhat. FE hatis
azonban nem lehe!: d&ntd méltékﬁ, hlszeu a cink ionok abban az
esetben is képesel a membrankst8dés 6101dezeanre ha a ecitoszel
és a mikroszdéma frakcid endogén Ca2+ tartalmit elgzetQSPn chelex
100 kezeléssel eltavolitjuk (nem bemutatott adatok). A fehérj=
kindz C a cink ionok &ltal elOidézett membrinkstidése is reverzi-
bilis abban az értelemben, hogy a Ca2+-kst8déshez hasonléan EGTA
kezeléssel az enzim ezen esetben is a membranrédl eltivolithatsd
(12. tablézat).

A 12. +té&blazat figyelemreméltd adata, hogy 0.1 mM Caz+ olyar
korilmények kdzdtt, amikor a mellette egyébként jelenlévd 1-2 p“
nehézfém- suannyezebt (1d. 4. tablazat &s nem kizdlt adatok) EGTA,
EDTA komplexek segitségével eltavolitottuk csak csdklent mértdl-
ben képes a fehérjo kindz C membrinkst8désének elfidézésére. = a
megflgyeleg arra utal, hogy a nehézfém (cink) ionok a Ca2+ &ltal
ellsegitett membrankotud@ sben is szerepet jatszhatnak.

A 12. tablazatban a fEerJt kindz C aktivitasértékek specifi-
kus akt1v1tasken]t vannak feltiintetve. Mivel a citosznl fehérje-
tartalma a mikroszémafrakcidnak kb. 3-4-s szerese, emiatt a Ca2+,
illetve Zn2+ okozta membrankstldés egyben az 8sszes enzimaktivi-
téds mintegy 40-50 %-os cstkkenésével jar. Az enzim Ssszes aktivi-
tasanak 1ilyen cstkkenése az irodalomban 4Altaldnos jelenség,
amelynek pontos oka még nem tisztlzott (Niedel és mtsai, 1083;
Pontremoli és mtsai, 1988; Gopalakrishna és mtsai, 1886). Az
m:ndpnesatre megalldplthutu hogy az enzimaktivitds csdklkenésének
tényétdl fliggetlentil a cink a Ca2+*-hoz hasonld valtoziasokat okoz

a fehérje kinaz C aktivitisanak megoszlasiban. 4
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12. tablazat

Ca2+ és Zn2+ ellsegiti a fehérje kindz C membrankstédéséta

Az izolalas médja, Fehérje kindz C aktivitas

(az iz0ldldé puffer (nmol 32P/perc/mg fehérje)
tovabbi alkotdrészei)

Citoszol Mikroszéma

EDTA (2 mM), EGTA (1 mM) 6.0 + 0.5 1.6 + 0.3
EDTA (2 mM), EGTA (1 mM), 6.1 + 0.4 1.4 £ 0.4
50 pg/ml leupeptin
CaClz (3.1 mM), EGTA (1 mM), B d 30 T 2.0 = 0.3
EDTA (2 mM)
CaCi2 (0.1 mM), 50 pg/ml 2:0 < 0.2 4.8 + 0.8
leupeptin

"Ca-mikroszdéma" + 4.6 + 0.5 2l @l
+ EGTA extrakciébd

ZnClz (50 uM), 50 pg/ml 2.5 = 0.3 4.5 + 0.7
leupeptin

"Zn-mikroszdéma" + 4.8 + 0.4 2.2 2 0.3

+ EGTA extrakcid

aNyal timocitdk citoszoljit és mikroszdma frakcidjat a 4.2.
zet alapjan izoldltuk. Az izoldld puffer 20 mM Hepes-t (pH
10 mM 2-merkaptoetanolt és a tablazatban megjelslt alkotdelem
tartalmazta. A fehérje kindz C aktivitasanak meghatiroza
4.6. fejezet alapjan végeztitk. Az adatok 3 kiilénalld ki
atlagértékei + SD.

0.1 mM CaClz, illetve 50 uM ZnClz jelenlétében izolilt mikroszd-
ma frakcidt 1 mM EGTA-t, 2 M EDTA-t, 20 mM Hepes-t (pH 7.4) és
10 mM 2-merkaptoetanolt tartalmazéd pufferben 4llni thagytuk €0
percen &t 4 °C-on. Inkubdlas utan a membrin veziltulikat centrifu

gadlassal (100 000 g, 30 perc, 4 °C) klldnitettiik el. Ezen esetel-
ben a "Citoszol" a feliilaszdét , a "Mikroszdma" az iledéket jelsli

(Csermely és mtsai, 1988).

2.5.4. Cink ionok szerepe a fehérje kindz C forbol észter és
antigén altal ellsegitett membrankst&désében

A fehégje kindz C aktivacidjinak egyik igen érdekes, &s a=z
utébbi  idoben rendkiviil sokat tanulményozott lépése az enzim

—
Ll

forbol észterek, diacil-glicerolok, illetve mis dgensek .
antigének) hatdsara bekdvelkez4 citoszol -> plazmamembrin atren-
dez8dése (Nishizuka, 1986; Farrar és Ruscetti, 1986: Nel <e
mtsal, 1987). Az alabbi kisérleteinkben arra a kérdésre kerest
vélaszt, hogy elképzelheté-e a nehézfémionok (cink) részviétele
folyamatokban.

b
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36. Abra Az intracellularis nehézfém keldtor, TPEN hatéisa a
fehérje kinaz C dtrendez8désére
A huméan periférialis iimfocitakat a 4.1, fejezet alap-
Jan izolaltuk. sejteket 50 uM TPEN-nel (B és D rész),
illetve DMGOHval (0.5 térf. %, A &s C rész) 37 °C-on 20
Percen at eloinkubaltuk, majd az inkubalist 20 nM TPA-
val, illetve 20 ng/ml BMA 030 anti-CD3 antitesttel
folytattuk. (A pPMA 030 ebben a koncentricidban mutat
optimalis mitogén hatast; nem b?mutatott adatok.) Az
inkubélés} az abrin megjelsdlt id8pontokban gyors 0 °C-
ra valé hutéssel és g sejtek lecentrifugilisaval adlli-
tottuk le. A citoszol €s a mikroszdéma frakeid izolalz-
sat a 4.2., a fehérje kinaz C aktivitidsinak meghatdro-
zd548t a 4.8 fejezet alapjan végeztik. Az fires orck a
citoszol, a t&8ltdtt kdrik a mikroszémak fehérje kinaz C
aktivitasat jelslilk. Az adatok harom kiiléndllé kisérlet
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keldtor, TPEN nem képes a forbol észter, ille?ve anti-CD
test 4altal kivaltott fehérje kindz C Adtrendezfdés megga
Jt
16
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A 13. téblazat adatai szerint az intracelluliris ne
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s of (I
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4 4

abban az esetben, ha Zn2+-komplexe formdjiban adjuk a se

Ez a megfigyelés arra utal, hogy a TPEN ezen hatasit va

nehézfémek sejten beliili ﬁzdbdd koncentracidjanak csékken
éri el. Ez a klaerlet 1»hutoseget teremt arra, hogy infor
nyerjiink a kiilénbdz8 nehézfémek hdtekonybagurol a TPEN hat
visszafordltasaban Kisérleteinkben a sejten beliil leggyakr
el8forduld nehézfémeket (Zn, Cu = TFe ésg Mn, 1ld. 5. &ablaz
bemutatott adatok és Arslan és mtsai, 85) wvizsgaltuk.

vizsgidlatara azért nem keriilt sor, mlvel a réz ionck 5 nagy
renddel er8sebben kst&dnek a TPEN- hez, mint a Zn2+ (Adrunu-g
mtsai, 1977). Emldtt a réz kiszoritand a cinket a TPEN-nel k&
zett kompleXLbol lehetetlenné téve ezidltal a réz és ink
hatasa koézdtti kiildnbségtételt. Fe és Mn csak részben k&
TPEN hatadsanak megforditésira (13. +téblazat). Amennyiben !
lag csak a Fe-TPEN-t, illetve az Mn-TPEN-t adtuk a sejtekhc
fehérje kindz C megoszlasa a citoszol és a mikroszéma fr:
kdz6tt a kontroll sejtekéhez igen hasonld volt (nem bemuts
adatok). :
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A Ca2+- és foszfollpld"faggo hiszton kindz aktivitds Atrende-
z8dései nem mindig jelzik egyértelmiien a fehrrae kindz C enzim
dtrendez8dését az egyes sejtfrakcidk kozdtt. Szamos esetben ugya-
nis az Atrendez8dést lelltO kisérleti korilmények (pl. forbol
észter kezelés) jelent&sen mngvaltovtatgak a fehérje kinaz C

szubsztratspecificitasat (Cochet és mtsai, 1986). Emiatt fehér)
kin%z C aktivitéasmérése 1nkkr1 parhu*amosan a 2ll-foxrbol-dibutiré

k5t8 receptorok Atrendezfdését ic vizsgdltuk. A 13. tabléazatban
bemutatott k&tt8dési adataink szcr1nt a 3H-forbol-dibutirit re

ep
tor megoszlasa a fehérje kinaz C aktLVLLas megoszlasaval parhizq—
mosan valtozik. Ezek az eredmények megerSsitik a fehérje klnfz C
aktivitds &trendezddésével kapcsolatban levont k&vetkeztetése-
inket és arra utalnak, hogy az alkalmazott kezelések nem okozzik
a fehérje Lkindz C a szubsztratként hasznalt biazikus H1 hiszton

. -

iranyaban mutatott specificitisanak megviltozisit.

Fehérje kindz C-vel kapcsolatos eredményeink Ssszefoplalasalként
megallapithatjuk, hogy

== Zn2* nanomoldris koncentraciéban képes a citoszolban lok
lizalt fehérje kindz C aktivalasara;

-- a citoszol fehérje Pinéz C forbol észterrel szembeni affi-
nitasa Zn2+ hatdsiara nd;

- . . . . - o i - -
-= Zn2+ képes az enzim reverzibilis membrankstldésének az =1%-
idézésére;

EII

-= a ZIn?+ szerepet Jjatszik a feherje kinaz C Ca2+, TPA és
antigén &ltal kividltott membrankst8désében.

(Ii
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6. OSSZEFOGLALAS, AZ EREDMENYEK MEGBESZALESE

6.1. A cink Szerepe a Ca2+ ionokon alapulé masodlagos hirviv¥
rendszer és ga fehérje kinaz C enzimen keresztiil megvalésuléd
aktivaciés at kﬁlcsﬁnhatésaiban ~~ az eredmények Osszefog-
lalasa

a. Kisérleteink soran el8szsy azt vizsgaltul meg, hogy wvan-e
lehetlség a nehézfémek (cink) részvételére a T limfocitak
Caz2+- g&s fehérje kinaz C alapd jeltovabbitsd rendszerei k&l-
csdnhatasaiban. Nehezen képzelhet8 &1 ugyanis a nehézfinp

telezhet8Sen egyltt ,kell, thogy Jarjon 8sszes mennyiségiik
valtozasaval is. Igy az 5.1. fejezetben ismertetett kisér
teinkkel arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy viltozik-e 3
nehézfémel koncentréciéja az egyes szubcellulér%s frakciékban
2 Teherjge kinaz € enzim Torbol észterrel tdrténl aktivicis s

lonok részvétele e folyamatokban akkor, ha a fenti ket
Jeltovabbits rendszer egyikénel aktivilasa esetén koncentri-
ciéjuk valtozatlan marad. A sejten beliil a szabad és k3tott
allapota nehézfémionok egyenstGlyban vannak cgyméssal. Emisztt
a nehézfémionok szabad koncentréciéjﬂnak megvaltozdsza felts-

LR 0 Y § U =R ) P
a

S ja
esetén.
Mind rontgenfluoreszcenciis méréseink (5.1.1. fejezet, 1llst-
ve Csermely és mtsai, 1987/a), mind plazma emisszids spektra-
fotometriival kapott adataink (6.1.2. fejezet, illetve Cser
mely és mtsai, 1987/b) azt igazol jak, hogy forbol észter k=
zelés hatisira a nehézfémek jelentls dtrendezfdése kivetkezik
be a sejten beliil. A kisérleteinkben kapott eredmények Sssze
foglaldsat a 37. abrédn mutatjuk be. Eredményeinlk szerint =
fehérje kinaz C tartés aktivalédasa esetén a nehézfépel
(kiilnBsen a cink) egy Jelent8s része a timocitil mag- ésx
mitokondriilis frakcidjabél a mikroszdémakba (azaz ddnt8 réss
ben a plazmamembrénba, hiszen T limfocitdk esetin a mikro-
széma frakecid ipen kics mennyiségil endoplazmis retikulumst
tartalmaz, 1d. 4.2 fejezet) és a citoszolba rendezfdik 7t
Lz az atrendez8dés alapjat képezheti a két jelatviteli rend -
Szer nehézfémek (cink) segitségével megvalésuld k&lcss -
sénak. Az dtrendez8déssel] kapcsolatos fontos, de i i-
laszolatlan kérdés, thaepy milyen mechanizmus= 2
cink eredeti homeosztazicat (ld. B.2 s 7 fe
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b.

7. &bra Kildnbsz8 elemek TPA inkub&l&s hatéséira bekdvetkez¥
dtrendez8dése nyQl timocitéakban

Az A&bran szerepl8 adatok az dtrendezddstt elemek meny-
nyiségét mutatjak nmol/5 x 109 sejt egységekben. Az
egyes értékeket a 3. tablazat adatai alapjan szidmoltam.
Az éttekinthetgség kedvéért az endoplazmis retikulumsct
és a lizoszémakat nem tiintettem fel.

Vizsgadlataink kdvetkez® részében a Ca2+-fiiggl Jelatviteli
rendszer aktivalassival foglalkoztunk. Kidolgoztuk azokat a
kisérleti k&ritilményeket,, amelyek betartdsival a se=jten bel{ili
szabad Ca2+ koncentricid (Cai ) meghatarozisa nehézfimek
Jelenlétében is biztonsaggal elvégezhets (5. 2. fejezet,
illetve Csermely és Somogyi, 1987/a-b). Néhény példan {a
Cai valtozdsa a sejten kiviili Ca2+ koncentracis hatdsara, a
Cai és a sejtek aktivalédasanak Osszefliggése) cemutattuk an
nak a kissé egyszerlisitett szabdlynak az é'vényesﬁlését,
amely szerint cstkkent sejten beliili Ca2+ szint a limfocitél:
csdkkent aktivitasaval, egy bizonyos hatdron beliil megemelt
sejten beliili Ca2+ szint pedig megemelkedett Altalincs sejt-
aktivitéassal Jar. E vizmgﬁlatainkikal kapecsolatos az az U £s
crdekes megfigyelésiink, hogy a limfocitilk sejten beliili =sza-

5 I

. . . - - - - i . 1
bad Ca2+ szintie az emberi életkor hataran 1lév8 13- enb
esetén a felndttkori értéknel kdzel felére esik vissza

f\]’
£ (1

b
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c. A fehérje kindz C rendszer aktivalddisa szamos ismert esatben
a Ca2+-fliggo jelatviteli rendszer gatlasdhoz vezet (2.2
fejezet). Kisérleteink sordn a Ca2+-fiiggh Jelatviteli rencd-
szer aktivalidsidnak egy olyan példajat vizsgaltuk, amelyben a
sejten beliili -Ca2+ koncentricid ndvekedése szelektiven és =gy
egyszeri mechanizmus segitségével létrehozhatd. Ilyen kisir
leti Lkériilmények kdzdtt ugyanis nagyobb esélyiink nyilhat a
nehézfémek hatisanak kimutatdsira, mint més, bonyolultabt:
rendszerek esetén. A Cai ezen szelektiv és egyszerfl mecha-
nizmusi befolyasolasat Ca-icnoférok segitségével valésitottuk

mey .

Az 5.4. fejezetben ismertetett eredményeink alapjin megalla-
pithatjuk, hogy

-- a fehérje kinaz C diacil-glicerolokkal, illetve forbol
észterekkel +t3rténd aktivacidéja a Ca-ienoférok Ca2+-
transzportidlé aktivitisdanak JelentBs csékkendset er=dmé-
nyezi;

=— a Ca-ionoférok inaktivalédasiban asz ionoférok immobiliza-
cidja nem jatszik szerepet ;

-— a Ca-ionoférok inaktivalddasat nehézfémekkel,
cinkkel képzett stabil komplexiik okozhat ja. E fe
zéslinket a nehézfém-kelator, TPEN-nel végzett kisé
témaszt jak ala. Forbol észter kezelés hatisira
szolban megjelend cink mennyisége elegendfnek 1its
Ca-ionoférok "hatastalanitiasara". Az a tény, hogy s
szolban megjelend nehézfémek talnyomd tibbsége cin
Osszhangban &ll azzal =a megfigyeléstinkkel, hogy ugyan
a cink az egyetlen nehézfém, amely az A23187 fluoresz
cidjat nem oltja ki. E kdvetelménynek feltételezés
telmében teljesiilnie ko 1, hiszen az A23187 fluoreszcen
aja forbol észter kezelés hatiasira nem valtozik.
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Eredményeinket 6sszefoglalva kimondhat juk, hogy a nehézféme
(leginkdbb cink) részvétele a fehérje kindz C-nek a Ca-ionof
rok 4ltal kivaltott Cai -valtozasra gyakorolt hatasaban
kimutathaté (Csermely és Somogyi, 1988). Ezen eredményeink
megnyithatjdk az utat a nehézfémek a fehérje kindz C és
Ca2+-fligg8 Jelatviteli rendszer kélesdnhatisaiban Jatszot
szerepének &ltaldnos tiscotazdsa el¥tt (1d. 7. fejezet)
d. Annak a kimutatasa utadn, hogy a cink részt vesz a fehir
naz C rendszernek a Ca2+—fuggg rendszerre gyakorolt hat
értelemszeriien meriil fel a kérdés forditottja: részt ve
cink a Ca2+ és a fehérje kinaz C kSlecsdnhatdsdban. ¥ 3=
feltevés annal is indokoltabb, mivel a fehérje kiniz C enzi
elsfdleges szerkezetének meghatirczdisa soran Farker o mtsa
(1986) cinkhkﬁtghely(ek) Jelenlétét feltételeoztdk == enzim
reguldcidés doménjében.

T

FEERTN 1 I 1 15
Bt o

]
"
=

e

L
5

. ’ - . . e B Fi3
Az 5.5. fejezetben leirt eredményeink alapjin a kdvetkezZlket
- L -
dllapithatjuk meg:

]

- In?* nanomoléris szabad koncentraciéban képes a
kus fehérje kinaz C aktivalasira, a membranlksts
ellenben cinkkel nem aktivalhaté;

i
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-~ Zn2+ megndveli a fehérje kinadz € forbol észterrel szemben
mutatott affinitasat, a membranksdtott enzim affinitédsa nem
valtozilk cink hatasira;

-=- a citoszolbeli fchérje kindz C aktivalodésanak 2
afflnltaankadeb¢huK lelpge arra utal, hogy a citoszol-
ban +t&bb, cinkre ulonbouokcppen rcagalo fehérje kinaz
izoenzim van Jjelen;

-~ Zn2+ eldsegiti a fehérje kindz C reverzibilis membranksté-
dését,;

-~ nehézfémek (feltételezhetlen Cink) részt vesznek a fz=h
kindz C Ca2+, forbkol észter és antigén Altal kiv
membrankstSdésében.

2

L}

Eredményeinket &sszefoglalva megallapithatjuk, hogy o©ink
ionok sokrétllien befolyasoljak a fehérje kindz C aktivacidjé
nak kiilsnbtz8 lépéseit (Csermely és mtsai, 1988). Eredménys-

ink ismeretében elképzelhetd, hogy a fehérje kindz C a nehdz-
fémek segltsegevol cgyfajta pozitiv visszacsatolédst vwva

meg: hosszabb 1d8 elteltével, amikor az akitivicid ke
szakaszdban felszabadult diacil-glicerol mﬂnnyﬁgég Jele
része mar metabolizalédott, a citoszolban megjelend neh

mek biztosithatjidk az enzim aktivadlt adllapotat. L feltét

zés igazolasa tovabbi hosszas kisérletezf munkat igényel

7. fejezet).

6.2. Elképzeléseim a nehézfémionok részvételérdl a T 1limfocitak
aktivacidéjanak korai szakaszéaban

A 38. 4&brén azt a --részben bizonyitott, részben pedig hipoteti-
kus—-- képet igyekeztem felvazolni, amely a nehézfémioncknak a
limfocitak aktivacidja koral szakaszaban vald részvételérgl
bennem kialakult.
Analitikai kisérleteink (\ 1. fejezet) eredményei azt bizonyit-
jék, Thogy a hosszabb 1dvj forbol észter kezelés hatasiara a ne-
hézfémek (fonpnt 01nk) egy része a mag- &5 a m;tokcndr‘ﬁlis frak-
cidhdl a citoszolba és a mlerS?nmdkhd rendez8dik At. Egy ilyen
iranya Atrendez8dés alapvetfen két okbdl kdvetkezhet be orbel
észter ke*eles hatasara vagy a uluoazo]bwn &5 a wlLroszémaktn:
16v8 cink-kdt8 fehérjék affinitisa nd meg, vagy a mag- €s a mito-
kondrialis frakecidban lﬁvgké cstklen Az a tény, hogy a
valtozatlan afflnltd s (1d. 32. abra) A”3187 Ca~-ionofdrt a cito-
szolban megjeleno cink gatolni képes (5.4.2. fejezet) arra utzal,
hogy a citoszolban 1év5 cink-k&tl fehérjék dltaldnos affinitésa
semmiképpen sem nﬁvekﬁdhet meg a kontroll dllapothoz képest. Emi-
att a fenti két lehpfoept,'buL csak a masodik valdszinlisithet?, zz-
az: forbol &bztpr kezelés hatédsidra a mag- é&és a mitekondriilis
frakcidban 1év& cink-kstd fehérjék cinkkel szemben mutatott affi-
nitasédnak csdkkennie kell.

A kérdés az, hogy hogyan? A forbol észterek ugyanis a fehérje
kindz C szelektiv aktivatoraként ismeretesek (Castagna &s misail,
1982), az enzim pedig ddntéen a citoszolban lokalizdlhatd.

Az ellentmondis feloldasdanak egyik elkép ha
feltételezziik, hogy a forbol észterek1ek a egy
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37. &bra Nehézfém (cink) ionok részvétele a T limfocitéak
aktivicibdjanak koral szakaszéban

Az abran alkalmazott rtviditések: DAG, diacil-glics-
rol; N, GTP-k&5t5 fehérje; PIPz2, foszfatidilinozitol-
biszfoszfat; FPKC, fehérje kinaz C; Pl-C, foszfatidil-
inozitol specifikus foszfolipdz C {(fosafodiészaterdz);

R, T sejt receptor.

receptora, amely nem feltétlenill esik egybe a fehérje kina
zimmel. Bar a forbol észter receptor é€s a fehérje kindz C
sagat rendkivil sok médon {(egylttizoldlas, kilestnds koté
diacil-gliceroleokkal, enzimaktivalas, stb.)
igazolta, mégis szamos kdzleményben t&bb forbel észter k
feltételeznek (Ashendel, 1885). Mas kozleményekben
mutattak ki a forbol észter és "endogén megfeleldi”

3
glicerolok hatédsmdédjadban (Shinohara és mtsai, 1985; As
mtsai, 1985; Muir és mtsai, 19886; Kamber, 1886). Kraft és
tarsal (1986) arrdl szémoltak be, hogy a fehérje kindz C-
valéd bryostatin gidtolja a HL-60 promieloid leukémia s=jte
bol észter okozta differenciidlddasat. A kisérletek alapja
e pillanatban nem zarhatd ki, hogy a forbol észtereknek
egy (vagy toébb), a fehérje kindz C aktivalasatdl figgetle

daspontja.

A fehérje kinaz c-+81 fliggetlen forbol észter receptor
telezése kisérleti eredményeink megmagyarazasihoz nem fel
indokolt. A nehézfémek (£8ként a cink) citoszolban vald fe

d
a

"

rodasidt a forbol észterek mellett a fehérje kinaws C "end

tivatoraival", a diacil-glicerolokkal is ki tudtuk valtan
részt az utdbbi hdénapokban egyre-masra Jelentek,meg olyan
mények, amelyek a fehérje kindz C-nek a sejtmaghoz vald kit
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r81, illetve aktivalédés hatasara a sejtmagba vald atrendezlc
%1 szamolnak be (Girard és mstai, 1987; Kraft &s mtsai,
Cambier és mtsai, 1987; Misra és Bahyoun, 1987). lgy a
kinaz C korabban szinte kizdrdlagosnak tartott citoszol-
mamembranbeli lokalizdcidja, valamint a kisérleti eredm
magyarazatdhoz illeszked® sejtmagbeli elhelyezkedése
ellentét ezdltal feloldddot
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fgy a fehérje kindz C-nek hosszasabb forbol ész
hatdsira a sejtmagba vald Atrendezbdése esetén elképz
a sejtmagban taldlhatd cink-kotd fehérjéket foszfori
kentse azok cinkkel szembeni affinitasat. Es valdéban:
kiniz C in vivo szamos magban talalhatd fehérje foszfor
képes: igy a Hl, HZB és a H4 hisztonokéra, az 1l.-es, 2.-
es HMG ("high-mobility-group”, magas mozgékonysagn) fel
valamint s5Z&mos mas polipeptidére (pp23, pp33
(Ramachandran és mtsai, 1984, Misra és Sahyoun, 1987 é&s
szereplé hivatkozasok). Sahyoun és mtsai (1885) a topolizome
fehérje kindz C &ltali in vitro foszforilacidjat figyelték
fehérje kindz C magbeli szubsztratjai listdjinak tovabbi bd
sével el8bb-utébb bizonyara fény deril a cink elereszt
pontos mechanizmuséra is. A sejtmagnak a tumor promoter
észter kezelés hatasira létrejott ilyen, "cink-hidnyos"”
nagyon hasonlit a malignus limfocitdk vizsgilata sorén
eradményekre, amelyek a malignus limfocitdk sejtmagjainak
ket cinktartalmdra mutattak (Yarom és mtsal, 1876; wvan
Pories, 1980). Assaf és munkatarsai (1984), valamint Howe
munkatarsai (1984) kimutattak, hogy stimulacidé hatasara az
sejtek cinket eresztenek el. Ebben az esetben is a sejt fehér)
cinkkel szembeni affinitésa stimuldcid hatasara bekévetkezd
kenése jatszdédhatott le.
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Wedner é&s munkatdrsai a plazmamembrénban 1év8 szabad SH-cso-
portok szamanak a limfocitak stimulédcidja soran bekdvetkezd ndve-
kedésér8l szamoltak be. A ndvekedés dtmeneti, kinetikaja
hasonlésagot mutat az dltalunk észlelt "nehézfém-hatas”
lefutasaval (1d. 27. &bra). Az SH-csoportok szaméban bel
nsvekedés gatlasaval a limfocitak stimulacidja 1is
(Wedner, 1984). Mivel a felszabaduld SH-csoportok a n
(kiiléndsen a cink) k&t8helydiil szolgalhatnak, a limfocit
liciéjanak OH-érzékenysége tsszefliggésben &llhat a=z
észlelt nehézfém hatdsokkal. E feltételezés nem all ellen
ban azzal a kdvetelménnyel, hogy a citoszol é&s a plazmam
cinkkel szembeni affinitasa nem n&het meg a stimuléacid foly
hiszen e%yrészt a felszabaduld SH-csoportok "alacsony aff
7n2+ kotbhelyeket is képezhetnek, mésrészt pedig a ci
plazmamembrén szabad OH tartalmianak a megndvekedése a
sztazis helyredllitiasaban is szerepet jatszhat. A fen
gidjara az 1is elképzelhatg, hogy a magbeli OSH-csoport
kitése, oxidacidja is hozzidjarul a mag cinktartalm=
eleresztéséhez.
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A sejtmagban szdmos olyan cinktartalmi enzim taldlhat
=- RNS és DNS szintézis nélkiildzhetetlen elemei. Tlyen
az Rﬂﬂ* s a DNS-polimerdz, a timidin kinaz, stb.
mtsaig? Yarom é&s mtsai, 1976). Igy a cink ionok el
maghél szamos magi folyamatot meggdtolhat. Ezen a mé
ki3zismert antiproliferativ hatasa (Gescher, 1§85) —-ame
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-> S fazisatmenet gatlisaval hoznak osszefliggésbe (Drige, 19028)--
€5 a cink ionok eltivozisa a magbdél egymissal kapeszolatba hozha-

té. A 37. Abrarél leolvashatéd, hogy a tavozott cink ionok "he-
lyét” a magban kb. azonos mennyiségil kalcium foglalja el. Iz a
Zn--Ca ‘"csere" aktivadlhatja a magi Ca—fﬁggg endonukledzokat,
amelyek cink jelenlétében gédtolva vannak (Duke é&s mbsai, 18823)

Ezen endonukledzok is hozzd jarulhatnak a TPA antiproliferativ

hatasahoz.

A citoszolban is szamos cink tartalma fehérjét irtak le az utsbbi
idSben (Ginther és mtsai, 1979 Phillips, 1981). Szé&mos receptor-
fehérje elsgdleges szerkezetének felderitésekor feltételezték egy
vagy t&bb cinkkﬁtghely Jelenlétét (kortizol-, Osztradiol-, tircid
hormon receptorok -~Weinberger és mtsai, 1986--; fehérje kinaz C
--Parker és mtsai, 1986--, stb.). Sabbah &= munkatarsai (138287)
bizonyitottdk a cink szerepét az Osztradiol receptor DNS-Hez +zlé
kdtodésében. A citoszolban megjelend cinkfelesleg hatasara mind

ezen fehérjék bizonyos tulajdonsidgai megvaltozhatnalk.

- - 4 a . 4 - - - - P . _— !
Nehézfém (cink) ionok affinitasa jénéhany fehérje Ca-kist8helye
irédnt a Qa2+-é&nal nagyobb (Brewer, 1981; Habermann €s Richardt,
1887). Egy a citoszolban, il%etve a mikroszémilis frakcidban

. . . ws o M - - - -
megjelenc cink ionok a Ca-kdtohelyek elfoglalasira és igy a
Jelitviteli folyamatokban fontos szerepet Jatszé Ca-fluxusok
meggadtlasira képesek. Ilyen médon a TPA kezelés hatasara létrejs-

(] . - Y s - . e e . . -
vo cink-dtrendezodés szerepet jatszhat a sejtkézstti kommunikic

i

x| ]
TPA-kivaltetta gatlasaban (Davidson és mtsai, 1985), a TPA
kezelt sejlek ndvekedésénelk az extracelluléris Ca2+ koncentricid
valtozésaira valéd érzéketlenedésében (Fischer és Weinstein,
1981), valamint a citotoxikus hatédsok TPA altal vald gatlasaban
(Jondal és mtsai, 1986).
A forbol észter ezen gatlé hatdsainak magyaradzataként természetes
médon kindlkozhat a forbol észter receptorok down-regulicidja és
a sejtfelszin kiilénbszs fehérjéinek (amelyek lehetnek icnecsator
nék, vagy akar a gap Jjunction bizonyos alkotdi maguk is) a forbol
észter receptorokkal valéd egylttes endocitézisa, internalizécis-
Ja. Ezen egylittes internalizicién alapulé folyamatok szimos
receptorra (pl. T sejt receptor, EGF receptor, transzferrin
receptor, stb.) jellemzdek (Nishizuka, 1988; Drége, 1886) Ugyan
akkor az internalizicids folyamatok kitel jese: & dltaléban
id8ben késSbbre, a TPA-inkubacid 6.-24. érajara il fehérie
kindz C okozta kdzvetlen foszforildcid és down regulic kozstti

id8szakban a nehézfémionok Altalunk leirt "felszabadul
szerephez juthat bizonyos ionilis folyamatok gatlasaban.

A citoszolban és a mikroszémélban megjelend cink = fehérje
C mésodlagos aktivaciéjahoz vezethet (6.5. fejezet). Igy a
Je kin&z C aktivacidjaval kivadltott o nk-atrendezfdés -
pozitiv visszacsatolasként a sejtaktivicid egy olyan

(90 perc elteltével) 1lehet képes a fehérje kinar
allapotanak fenntartdsara, amikor a kezdeti aktivic
kdriilmények (az intracellularis Ca-raktérak
er8tel jesen megnovekedett Ca2+  szint, a Plazmamembri
diacil-glicerol koncentricidja) mar Javarészt megszlintel.

-
9]
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O: szefoglalas

A fehérje kinaz C tartds v
hi sotetikus folyamatsorozat lépése
a fehérje kindz C aktivalédik, egy része a sejtmagha keriil. 0Ottt
ki 13nbdz8  cink-k&td fehérjéket is foszforilal. A foszforilaciod
c“adsédra e fehérjéknek cinkkel sze mben mutatott affinitéasa csdk-
ke 11 cinktartalmanak egy részét a sejtmag elereszti. A citoszol-
: 1 &5 a plazmamembrianban megjelend cink a Ca?+ kdtbhelyek eg
ré szének elfoglalasaval a Ca2+ fliggd jeléatviteli rendszer szémoes

e! :mét kikapcsolja, az aktiviciod ntjara lépett sejtet a kdrnyeze-

i hatasok egy részét8l (4dtmenetileg) fliggetleniti. A citoszolban

&: a plazmamembrianban megjeleng cink a fehérje kindz C mascdlagos
al tivaciéjihoz vezet. Ezutdn a folyamat kettéigazhat:

ke »iil viszonylag gyorsan az eredeti nehézfém homeoszté
e

ziéi 11K ;‘r':f'
4)1itasara, vagy az RNS és DNS szintézishez szikséges magbeli
er.zimek cinkhidnya miatt a G1 -> § fazisdtmenet, é&s igy a sejt-
o: 2tddas gatlasa kdvetkezik be.
A fenti hipotetikus folyamatsorozat szinte minden

b! zonyitds&hoz tovabbi hosszas kisérletez8munka sziikség:
a. onban mar most is megallapithatd, hogy a feshérje kin
£ 350 szabd]yozasabdn a cink szerepe biz onyiuhdté &s

e"vwaﬁlheto, hogy a fehérje kindz C fiigegl jelatviteli

n ncsak a kisérleteinkben bizonyitobtt in vilro médon, iy
.. . - J SR I | . i AR S PSR,

vivo 1is képes a Ca2+-fiiggo rendszer cink segitségével tOrténo

s .1b&lyozasara. Annak az elddntése, hogy ezcon jaldbv1ueli rend-

srerek mellett be“zﬁlhﬁtﬁ%kﬁe a nehézfémek Atrendezédésein ala-
N o~ P M .

p 16 jelatviteli rendszerrsl a jévo feladata (ld. 7. fejezet)
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7.

A

A KISERLETES MUNKA TOVABBI IRANYAT

bemutatott kisérleti eredmények tovabbfejlesztésére szamtalan

at kinalkozik. Az alabbiakban az &ltalam legfontosabbnak tartot
tak felsorolédsara teszek kisérletet

i

Ertekezésem egyik fontos arcdmenyb, hogy forbol észte

hézfémek sejten beliili Atrendez8dését okozziak (1d. 5.1. feje-
zet. Diacil-glicerolok hasonld szerepe valosvluu sithett (1d.
5.3. fejezet), de nehéznfémeket Atrendezl hatdsuk kBzvetleniil
még nem kimutatott. Emiatt a rdntgenfluoreszcencids, illetve a
plazma emisszids mérések diacil-glicerolokkal valéd megismétlé-

se indokoltnak latszik.

ja
i

Ok @ N oo

A kisérleti adatok mind arra uta]nak, hogy

illetve forbol észterek hatasira a citoszol
koncentricidja mugné. E feltételezett ko
kimutatasa igen jelentgs bizonyitéka lenns a
fliggéseknek. Nehézfémionok szabad koncentricic
zadsara szolgald kisérleti médszer mindezidiig
Mindazondltal Smith és munkatirsai (1983) egy

0w

;

g,

3
ionok szabad koncentracidjinak meghatarozéasira gal
leti médszert fejlesztettek ki, amely elvileg alkalmas a ne
hézfémionok szabad Lonﬁcntrﬁﬂlugandk meghatarozdsara is. A
fluorral szubsztituilt komplexképzb fluor atomjai kiilénbsz¥
kémiai eltoldédast mutatnak a 183T7-NMR gpiltrqnban a kelator
mas-mas fémekkel alkotott knmplexe esetén. Igy az egyes fém-

ionok koncentracidja LgyideJulog meghatdarozhatd.

A nehézfémionoknak az aktivalddas sordn tor

4§ 3}
utédn valamikor sor kell, hogy keriil jon az ere
homeosztézis visszadllitasara. Ennek a nyomc ise,
nyugalmi nehézfém koncentricidék, illetve eloszli visszailli-
tdsaban szerepet jitszd mechanizmusok (pl. esetl eg a citoszol
és a plazmamembran SH-csoportjai szaménak ndvekedése; 1d4. £.2.

fejezet) vizsgidlata ugyancsak elvégzendl feladat.

Az eddigi eredmények alapjin célszeriinek liatszik a
ionok szerepének vizsgalata olyan rendszereken is,

hérje kindz C aktivatorai (diacil-glicerolal, fulJu
nem Ca-ionoférokkal, hanem mas, a Cai nitvekedésit ered
anyagokkal (ant1gunhk mitogének, sth.) Allnak unLagoL_

ban. Amennyiben a nehézféminok szerepét & rendszerekben is

keriil kimutatni, felmeriill a kérdés: wvajon a rendszer
- + . - 4 = M ~

pontjan (pontjain) hatnak? A Ca-csatorndk, a GTP-k3tl £

Jék, a foszfolipdz C enzim, az inozitolfoszfit recept
tindzok mind a nehézfémionok egy-egy lehetsdges tamadis
Jelentik, tag teret engedve a kisérletmag:f|nt::1éjin3k
munkabirisanak. £

pont j:
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Forbol észterek a T limfocitik sejtmagjainak cinktartalmit
jelent8s mértékben cstkkentik. Jénéhény sejttipusban forbol
észter kezelés a sejtproliferacisd ledllasdhoz, a G1 -> S fi-
zisatmenet gatlasdhoz vezet. Mivel az S fazis beind ;
DNS repllkarloJaban igen sok cinktartalmi enzim
elképzelhetd, hogy e két folyamat ok-okozati bsszefiig
all egyméassal.

Mindeddig tulajdonképpen a fehérje kindz € enzim aktivalsdisa
altal okozott nehezfom—ttrcndezod:s lehetséges kivet szﬂﬂnyw:"
bul soroltam fel nehdnytt Iy nbhv"fﬁm“atrcndﬁ“udng mechanizmu-
sédnak vizsgalata is sok érdekes eredménnyel jarhat (14. £.°
fejezet), nevezetesen: annak a kérdésnek a v1us~llada. hogy =
magba Athelyezddstt fehérje kindz C mely ottani cinktarta 1ma
fehérjék foszforililasaval cs8kkenti azok cink iranti affini
tasat, cink-k&td képességét.

A nehézfémeknek (cinknek) a fehérje kindz C-re gyakorolt hata-

sa is szémos tovabbi kérdést vet fel: miért tlnik a ecink nél-
suluzhetetlennek a fehérje kindz C enzim receptordhoz vald ks-
t8désében: kdzvetlen koun, vVagy konfnrmac1ogt4blqué¢o St =
van; hany cink k&téhelye van az enzimnek: egy vagy ke
hogyan vesz részt a cink az enzim aktivalasaban; igaz-e a:

feltételezés (1d. 6.2 fejezet), hogy a mumurankﬁtﬁtt e
minden esetben c1nkef tartalmaz, mig a citoszolbeli enz:
tulajdonképpen a "cinkes" és= "nem cinkes" forma keveré Péne
tpkinthetg, Jatszik-e aaﬂlppbt a cink az enzimnek a magha va
athelyezodeSubwn, stb., stb.
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