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1. Bevezetés

A jelátviteli folyamatok molekuláris mechanizmusa az elmúlt évtizedek-
ben mindvégig az élettudományok legszorgosabban kutatott területeinek
egyike volt. A sejtfels"íni receptorokhoz §zorosan kapcsolódó jeltovábbí-
tás sámos elemének megismerése után, a citoplazmatikus jeláwiteli rend-
szerek feltérképezesével párhuzamosan az utóbbi években egyre több figye-
lem fordul a sejtmagban |ezajló jelátviteli folyamatokra (1. ábra). E je-
lenség a "tudományos divat' szokásos fellángolásain hílmutató objektív
okokra is visszavezethetö. Ezek közül kettöt emelnék ki. A sejtciklus és

az eukaióta génexpressziő szabá|yozzsának sámos kulcslépése csak a leg-
utóbbi években vált, illetve jelenleg válik ismertté. Eznk ismeretének
hiányában a hormon, illetve m:ís jelzbanyag haására létrejövó kaszkádszerü
folyamatot korábban csak igen nehezen lehetett összekapcsolrri a sejtmag
megbaározóan specifikus folyamatai, a replikáció és a transzkripció sza-
bályozÁsávaL A másik ok, hogy a jelátvitel elsó, felerósító lépései utín
a jelnek differenciálódnia kell, bogy az adott válasáoz szükséges fehér-
jék szintézisét szelektíven változtathassa meg. A differenciált válasz ki-
alakulásában kulcsszerepet játszn molekulák fu l. transzkripciós faktorok)
szükségszerüen kis mennyiségben vannak jelen a sejtekben, így kimuta&ísuk,
vizsgálatuk csak az analitikai technikáknak az elmúlt években tapasztalt
fejlódése révén vált lehetövé.

A hö-sokk fehérjék (stressz fehérjék, molekuláris chaperon-ok --
"gardedám"-ok) intenzív kutatása hasonlóképpen rövid múltra tekint vissza
(1. ábra). Feruccio Ritossa harmincegy éwel ezelötti felfedezése
után, amelyben a gyümölcslégy lárvája nyálmirigyének hóha|ísra bekövetkezö
speciális fehérjeszintézisét figyelte meg (Ritossa, 1962), a jelenségben
szerepet játsm fehéiék tanulmányoÁsa csak sokéves sztinet u|án, az el-
múlt évtizedben indult meg. A késlekedésnek itt alapvetóen nem technikai
okai voltak, hiszen e fehérjék közül jónéhány a sejtben leggyakrabban elö-
forduló fehérjék egyike. Idóbe tellett, amíg felismerték, hogy a hö-sokk
fehérjék nem csak egy ezoterikus jelenség, a hö-sokk hatásainak lektizdésé-
ben vesznek részt, hanem az é|ővi|ág egyik legkonzervatívabban továbbörö-
kített fehérjecsaládjaként m.ís fehérjék konform"ációjának órzesével, illet-
ve tervszerü megváltoztaásával tulajdonképpen a sejtet ért bármilyen ká-
ros behaás elleni védekezőrendsznrt, egyfajta "sejten belüli immunrend-
szert' alkotnak. A hö-sokk fehérjék sejtmagbeli haásairól mindg7i{áig kg-
veset tudunk, azonban bizonyosra vehetö, hogy a sejtmagban lezaj|ó, térbe-
lileg rendkrvül rendezett, fehérjék tömegének tervszerű asszociációját és
disszociációját igényló folyamatok a h6-sokk fehérjék konform"ícióátrendeá
hatásai nélkiil nem valósulhatnak meg.
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I. ábra Sejhnagbeli jelátviteli folyamatokkal és hö-sokk fehérjék-
kel foglalkozó tudományos közlemények az utóbbi 15 évben
(Forrás: MEDLINE)

É.tekezesem három szempontból is némileg rendhagyó. Az irodalmi átte-
kintés nem csak a kísérleti eredmények tudományos hátterét igyekszik bemu-
tatni, hanem --a kutatott téma *forrongó áll.apoáből" is következhen-- né-
hány hipotézis felvázolását is tartalmazza. A bemutatott kísérleti eredmé-
nyek --a kutatás alaptermészetóböl is fakadóan- nem egy kikristályosodott
elmélet koherens bizonyítékai, hanem egy kutatási folyamat egyik fontos
állomását jelentik, ahol a továbblépéshez egy olyan s"intézis nlníjthat
nagy segítséget, amelyre e disszertáció megírása teremtette meg a lehetö-
séget. Yégezetül, az értekezés formailag hibridtermészet§: a krsérleti
eredmények zomét tartalm azó kőz],emények mellékletként való bemutatásával
és az e közleményekre való gyakori utalásokkal átmenetet képez a "hagyo-
mányos" doktori értekezÉs és az újabban megszokottá váló "tézisek * cikk-
gyüjtemény" forma közott; ugyanis a mellékletben szerepló cikkektöl fiig-
getlenül, a árgyalás folyamatossága miatt szükségét éreztem, bogy az 5.
részben a már közölt kísérleti eredményekböl is bemuta§sam a legfontosab-
bakat. E (szerencsés vagy szerencsétlen) formai újításokért, csakúgy, mint

az angol szakirodalom helyenként bizonyára fiilsértő 'ma§yadtási kísérle-
teiért" elóre is az olvasó megértését kérem. Az értekezÉsben található
munkahipotézisek bírálaával, valamint a kutatómunka a 7. részben |eírt
további irlínyainak kritikájával az olvasó nagy segítségemre tudna |gnni a
továbbhaladásban. Bármilyen észrevételéért, szíves közreműködéséért elóre
is köszönettel tartozom.

Budapest, 1993 február

Dr. Csermely Péter
Semmelweis Orvostudományi Egyetem

1. sz. Kémiai-Biokémiai Intéznt
telefon, FAX: 266-6550

,l,984



2. Irodalmi áttekintés

2. 1. Biokémiai szabályoz.ó mechaniznusok lehetséges ámadáspontjai
a sejhnagban

2.t.1,. Bewzet&: a sejhnag szerkezete

A sejtmag vázlatos sz.erkezetét a 2. ábra mutatja be. Az ábrr{n különösen a követ-
keá részleteket szerebrém kiemelni: 1. a sejtmag nem elkülönült, a sejtmagot
határoló kettós membtán az endoplazmás retikulummal szoros kapcsolatban áll (Newport
és Forbes, 1987), a sejtmag körül pedig a belsó sznrkezetet stabiliáló lamin-komr-
lexhez kötódó intermediális filamentumok találhatók, amelyek szoros burokká állnak
össze stressmek kitett sejtekben (Foisner és mtsai, 1991; Welch,1992). 2. a
sejtmag nem egységes, eu- és kompaktabb heterokromatinra oszlik, amely "ötödleges'
szerkezetének feldedtése jelenleg is intenzív vizsgálóűs árgyát képeú (Gasser és

laemmli, 1987; Spector, 1990; Beremey, 1991, Jack és Eggert, 1992); a foszfatidil-
inozitol *"1"6p|izmus enzimei a sejtmagon belül eltéró lokaliációt mutatnak
(Payraste és mtsai, 1992), Birch és munkaűrsai (1992) pedig nemrégiben intranukleá-
ris kálcium gradienseket fedeztek fel idegsejtekben. 3. a sejtmag -az ábrával el-
lentétben-- idöben nem óllándó, folyamatos váltoáson megy keresztiil a sejtciklus
során. A transzkripciós és replikációs folyamatokban a sejtmag hihetetlenül kompakt
belsö szerkezete folyamatosan újjáalakul, a sejtmagvacska szerkezete folyamatosan
változik a sejtciklus alatt (Anastassova-Kristeva, 1977), a sejtosztódás során pedig
a sejtmagszerkezet teljes összeomlása és újraalakulása következik be (Mclntosh és

Koonce, 1989; Pfaller és mtsai, 1991).

2.1.2. Trarczportfolyamatok a sejbnag és a citoplazna között

2.1.2.1,. Iontranszport

A sejtmagot haűroló kettós membránt négyzetmikrononként 2-60 pórus szakítja meg
(Gerace és Burke, 1988). Paine és mtsai (1975) valamint I-ang és mtsai (1986) fluo-
reszcen§ dextránnal végzett kísérletei alapján sokáig az a felfogás uralkodott, hogy
a pórus-komplexek molekuláris sz0róként válogaás nélktil átengedik a 20-40 kDa alat-
ti molekulákat (Dingwall és Laskey, 1986; Gerace és Burke, 1988). E felfogás értel-
mében a sejtmag és a citoplazma között kis molekulák, így ionok koncentrációgradien-
se nem keletkeáet. Mindazonáltal az elmúlt években sámos kutatócsoport a sejtmag
és a citoszol P52611;jelent6s kálcium koncentrációgradienst mutatott ki, amely elté-
röen változott ktilönböó stimulusok hatására (Williams és mtsai, 1985, 1988;
Hernandez-Cruz és mtsai, 1990; Yelamarty és mtsai, 1990; Przywara és mtsai, 1991;
Waybill és mtsai, 1991; Bellomo és mtsai, I992la; Birch és mtsai, 1992; Himpens és

mtsai, 1992). A sejtmagmembrán két oldalán fellépó koncentrációktilönbséget ruís kis
molekulák, így répacukor (Horowitz, 1972), inulin (Horowitz és Moore, í974) és
glutation (Bellomo és mtsai, 1992lb) esetén is megfigyelték. A magmembrán két oldala
közötti potenciálkülönbség (Loewenstein és Kanao, L96Z, 1963; Giulian és Diacumakos,
1977; M^zzlnti és mtsai, 1990) a Na+ és K+ ionok koncentrációgradiensére
utal. Mindezek a megfigyelések nem magyarárhatók kiárólagosan a víz eltérö cito-
plazmatikus és nukle"íris koncentrációjával (Horowitz, 1972; Horowitz és Moore, 1,974)
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2. ábra A sejhnag vázlatos srctkezate (Alberts és mtsai, 1989;
9-I ábra, átdolgozott változzt)

és egyrészt arra ulalnak, hogy a pórus-komplexek nem akaűlytalanul engedik át a
kisebb molekulákat sem, másré§zt pedig a §ejtmag membránjába épült aktív transz-
portrendszerek létét feltételezik.

ca2* ionok
A kálcium metabolizmus nszokásosn, a plazmamembránban és az endoplazmás reti_

kulumban megtalálható komponenseit az elmúIt években szinte kivétel néllnil a sejt-
magban is lokalizílni lehetett (3. ábra). A sejtmag a magbeli foszfatidil-inozitol
(PI) ciklus kiindulóponjtaként szolgáló PI-t dönt6en egy Pl-transzfer fehérje se-
gítségével veszi fel (Capitani és mtsai, 1990). A sejtmag Pl-kináz és Pl-4-foszfát
kináz aktiviása már régóta ismeretes (Smith és Wells, 1983). Ujabb kutatások
tisztázták, hogy ezen enzimek nem a magmembránban, hanem a sejtmag belsejében
találhatóak (Cocco és mtsai, 1987). A két enzim sejtmagon belüli lokalizaciója
ktilönbözó: a Pl-kináz a sejtmag perifériájrin, míg a Pl-4-foszfátkjnáz a mag
rnítrixának belsejében helyezkedik el (Payraste és mtsai, 1992). A foszforilációs
folyamatok eredményeként keletkeó Pl-4-foszfát a DNS polimeráz-alfa alacsony
aktiviású formáját aktiválni képes (Sylvia és mtsai, 1988).

A Pl4-foszfát és a Pl-4,5-biszfoszfát hidrolízisét a sejtmag mátrixában meg-
található foszfolipáz C béra izoformája végú el (Martelli és mtsai, 1992;
Payraste és mtsai, 1992). (A plazmamembránban az enúm gamma iznformája találha-
tó.) Sylvia és munkatársai (1988) nagytisztasági DNS polimeráz-alfa foszfolipáz C
jellegű aktivitását is kimutaták, de ez az észlelés azóta az irodalomban megerö-
sítést nem nyert. A foszfatidil-inozitolok hidrolízisét a sejtmag foszfolipáz c
bétájának közremüködésével az IGF-1 sámottevöen aktiválja (Divecha és mtsai,
1991; Martelli és mtsai, 1992). Noha GTP-kötö fehérjék a sejtmagban is található-
ak, ezsk szerepét nem annyira a nngra specifrkus foszfolipáz C-béta aktiválásában,
hanem a sejtmag fehérje- és RNS-transzportjában, a DNS szintézis elörehalaűsának
jelzÉsében, valamint a sejtmag membránja a sejtosztóűs utáni újralakulásának
elósegítésében vélik megtalálni (Rubins és mtsai, 1990; Seydel és Gerace, 1991;
Ren és mtsai, 1993). Katz és munkaársai (1992), valamint Camps és munkatársai
(1992) nemrégiben köólt eredményei szerint az amnban elképzelhetö, hogy a
sejtmag foszfolipáz C szabályozasában a G fehérjék béta-gamma alegységei vesznek
részt.

4
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3. ábra A káIcium-metaboliznussal összefiiggö folyamatok a sejhnagban Rész-
leteket lásd a szövegben.

A foszfolipáz C-béta áItal kata|ialt reakció egyik termékeként intranukleáris
diacil-glicerol keletkezik, amely a sejtmagban található, illefve a citoplazmatikus
fehérje Y,lnáz C aktivációját és transzlokációját segítheti eló (Masmoudi és mtsai,
1989; Rogue és mtsai, 1990). A diacil-glicerol inaktiválására a sejtmag mátrixában
található diacil-glicerol-knáz szolgál (Payraste és mtsai, 1992). A fehérje klnáz C
sejtmagba való transzlokációjának elöidézésére sámos más anyag, így cAMP, TPA, a
TPA-analóg bryostatin, prolaktin és EGF is képes (Cambier és mtsai, 1987; Buckley és
mtsai, 1988; I-each és mtsai, 1989; Hocevar és Fields, 1991). A fehérje kináz C ezrn
utóbbi agonisák hatására létrejövö transzlokációjának mechaniznusa még nem tisztá-
mtt.

A foszfolipáz C-béÁ hatására keletkeó inozito1-1,4-biszfoszfát is képes a DNS
polimeráz-alfa aktivációjára (Sylvia és mtsai, 1988). A hidrolízis másik foszfoinozi-
tid terméke, az IP, pedig specifikus sejtmagbeli receptorához kötve a sejtmag-
ból Ca'- felszabadulását idéÁ elö (Ross és Ttsai, 1989; Nicotera és mtsai,
1990; Malviy_a és mtsai, 1990). A leadott Ca?+ újra-felvételére az endoplazmás
retikulum CaZ 

+ -ATP-ázához hasonló, kalmodulin-fűggó nukleáris Ca2 + -pumpa
szolgál (illetve pumpák szolgálnak) (Nicotera és mtsai, 1989; Burgoyne és mtsai,
1989; I-anini és mtsai, 1992; Bachs és mtsai, 1992). Jelenleg még nem tiszázott,
hogy a sejtmag Ca2+-pumpája a kettós membrán lnilsö, belsö, vagy mindkét olda-
lán található. Mivel a sejtmag Ca'J koncentrációja a citoplazmáénál magasabb,
illetve alacsonyabb is lehet (Williams és mtsai, 1985, 1988; Hernandez-Cruz és

Ca



mtsai, 1990; Yelamarty és mtsai, I99O; Przywara és mtsai, 1991; Waybill és mtsai,
1991; Bellomo és mtsai, í992la; Birch és mtsai, 1,992; Himpens és mtsai, 1992) elkép-
znlhető, hogy a két különböó irányri Ca2+ transzportra egymástól különbóá
(100, i[etve 140 kDa-os, vö. Burgoyne és mtsai, 1989; T ^nini és mtsai, 1992)
pumpa-rendszerek szakosodiak. A sejtmagon belüli Ca2+ gradienseket (Nicotera
és mtsai, 1990; Birch és mtsai, 1992) e|őállítő, illetve megszüntetó rendszerek
azonosítása még a jövö feladata.

Na* és K* ionok
Elég régóta ismeretes, hogy a magmembrán két oldala között kb. 10 mV, a belsó

oldalon negatív polenciálkülönbség mérhetö (Mazzanti és mtsai, 1990), E megfigye-
lések közvetve a Na+ és K+ ionok koncentrációgradiensére utalnak. Ujab-
ban patch clamp technikával az endoplazmás retikulum ioncsatomáitól kiilönbözö
K+-szelektív ioncsatomákat mutattak ki a sejtmag membránjában (Mrazzanti és
mtsai, 1990, I99I; Matzke és mtsai, I99O, I99Z). A csatornák vezetóképességére 20O
és 800 pS közötti értékek adódtak, az eltérések a különböó sejtmagizolálási tecbni-
kákkal, illeive a csatomáknak a kőzeg összetételétöl fiiggetlen nyfltlzart formáival
magyarázhaóak. A csatornák szama korrelációt mutatott az adott minában lévó pórus-
komplexek számával, vezetóképességik felsö értéke pedig megközelítette a póruskomp-
lexekre sámolható 1000 pS-t. E megfigyelések a póruskomplex 3 dimenziós sz.erkez,eté-
nek újabban felárt sajátosságai mellett (Hinshaw és mtsai, 1992; ld, 2.1,.2.2. feje-
zrt) körvetett bizonyítékként szolgálnak arra, hogy a póruskomFlex a sejtmagmembrán
K+-szelektív ioncsatornájaként is működhet.

Zl?+ ionoL
A C?+ , Na+ és K+ ionokhoz képest jóval kevesebb adat á1l

rendelkezésünkre a Zn'- íonok sejtmagbeli elrendeódéséröl, transzportjukról a
sejtmagmembránon keresztül. Az adatok kis sáma egyértelmüen a megfelelö vizsgálati
módszerek hiányának fudható be, hiszen a cink összes (szabad + kötött) sejtmagbeli
mennyisége a kálciuméval összemérhetó (Yarom és mtsai, 1976; Csermely és mtsai,
I987/b). Cink ionok sámottevó szerepet töltenek be a DNS sznrkezptének stabiliálá-
sában (Sissoeff és mtsai, 1976), csökkent koncentrációjuk pedig specifikus endonukle-
áznk aktiváIásával apoptotikus folyamatok beindulását segítheti elö (Duke és mtsai,
1983; Shimizu és mtsai, 1990; Giannakis és mtsai, 199l; Zalewski és mtsai, 1991).
Weser és Bischoff (1969, 1970) korai kísérletei 652o h6-ér.ékletfiiggö felvéte-
lét mutaták ki ép sejtmagokon. Eredményeiket Coussins és munkaársai (1992) erösí-
tették meg nemrégiben. A kérdés további, részletesebb vizsgálata a Forbes és mtsai
(1992) által kifejlesztett cink specifikus fluoreszcens indikátor segítségével való-
sulhat meg. .

2.I.2.2. Fehérjetranszport

A sej funagmembrán póruskomplexeinek szprkezete
A póruskomplex Feldherr és Akin (1990) által javasolt sznrkezstét a 4. ábrán

mutatom be. A póruskomFlex részleges nyitottságával kapcsolatban korábban leírtakkal
(2.I.2.|. rész) össáangban megfigyelhetö, hogy a pórus nem üres, közrpét egy 10-40
nm átméröjü transzport-komplex foglalja el (Gerace és Burke, 1988). A 'dugószeó"
centrális komplexet a citoplazmatikus és a nukleáris oldalon lévó két gyürüvel iartó-
ívek bonyolult sz.erkezete köti össze. A pórus-komplex szprkezptének a 4. ábrán bemu-
tatott képét az l99O óta kapott kísérleti eredmények három helyen módosították:



4. ábra A sejtrnagmembrán póruskomplexének sznrkeznte (Feldherr és Akin,
1990; 1. ábra) Jelmagyarárat: ONM : külsö magmembrán, INM : belsó
magmembrán, NR : nukleáris gyüra, CR : citoplazmatikus gyürü, VS/S
lartóelemek, T : központi transzport-komplex

Jarnik és Aebi (1991) mind a citoplazmatiku5 mind a nukleáris gyur0röl a citoplazná-
ba, illetve a sejtmag belsejébe nyúló kosárszerü, "halcsapd.ínak" nevezett képódmé-
nyeket fedezptt fel, amelyek a póruson áthaladó makromolekulák korrekt poúcionálá-
sát segíthetik. A nukleáris oldalon lévö "halcsapdához" eEy, a nukleáris laminától
különböó, gézszeri háIózat csatlakozik, amely az RNS-nek a sejtmagból való kijutá-
sát irányíthatja (Goldberg és Allen, 1992), A póruskomplex eddigi legpontosabb képét
Hinshaw és munkatársai (1992) alkoták meg több mint {QQ póruskomplex digitaliált
elektronmikroszkópos képének átlagolásával. Eredményeik szerint a póruskomplex a

központi nyílása mellett nyolc kisebb, a citoplazmatikus és nukleáris gy0rüket egya-
ránt kereszhilszel6 csatornát is tartalmaz, amelyek alkalmasak lehetnek kisebb mole-
kulr{k, így ionok transzportjára.

A sejfunagba irányuló fehérjetrarszport feltételez€tt mechaniznusa
A 2.|.2.1,. részben említetteknek megfelelöen sokáig a nukleáris membrán pórusait

egyfajta molekuláris szűrönek tekintették, amely akaűly nélkiil átengedi a 20-40 kDa
alatti fehérjéket. A 40-50 kDa-nál nagyobb molekulatömeg0 fehét'ék némelyikét, így
az SV40 vírus "large T' antigénje által kódolt fehérjét (92 |óa), illetve a nukleo-
plazmint (110 kDa pentamer) azonban a sejtmag még a kis molekulatömegü fehérjéknél
is gyorsabban veszi fel (Gerace és Burke, 1988; Roberts, 1989; Garcia-Bustos és

mtsai, 1991; Hanover, 1992). Ez a jelenség mindenképpen egy szelektiviLíst biztosí-
tó, aktív transzportmechanizmusra enged következtetni. Javarészt a fenti két modell-
fehérjén végzstt limitált proteolízis, illetve pontmutációk segítségével kb. egy
évtizeddel err,lőtt sikenilt 1|52|izni, hogy rövid, bázikus fehérjeszakaszok, ú.n.
nukleóris lokalizációs szigndlok felelösek ez*n és más nukleáris fehérjéknek a
sejtmagba juttátásáért. Dingwall és l-askey 1991-ben alkotta meg a nukleáris |okalizÁ-
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5. ábra Nukleáris lokaliációs szignál (Dingwall és laskey, 1991 alapján) K
- lizin, vagy arginin; x tetszés szerinti aminosav

ciós szignál ma is ismert modelljét, amelyet az 5. ábráa mutatok be (Robbins és

mtsai, 1991; Dingwall és l_askey, l99í). Az elfogadott konszenzus szekvencia bázikus
aminosavak (lizin vagy arginin) két csoportját tartalmazza. amely egymástól kb. tíz
aminosav űvolságra helyez.kednek el. Az N-terminális csoport legalább két, a C-termi-
nális csoport pedig öt aminosavon belül legalább három bázikus részletet kell, hogy
magában foglaljon. A nukle.íris lokaliációs szignálok a sejtmag nagyméretü fehérjéin
(pl. laminok, c-myc, szteroid receptorok, hsp70, c-myc, p53; Roberts, 1989;
Garcia-Bustos és mtsai, 1991) kíwil a korábbi elmélet szerint szabad diffiízióval
bekerüló kisebb fehérjéket, pl. a hiszton Hl-et is segítik a sejtmagba ju|ásban
(Breeuwer és Goldfarb, 1990). A nukleáris lokaliációs szignál a fehérjék sejtmagba
juüísának szükséges és elégséges feltétele: a szignált tarta|mazó peptiddel tetszés
szerinti fehérje a magba jutratható (Goldfarb és mtsai, 1986).

A sejtmag a sejt legnagyobb, eróteljesen strukhírált sejtszervecskéje (ld.
2,1,.1,. tész). Igy nem meglepö, hogy a nukleáris fehérjék sejtmagon belüIi elhe-
lyezkedését is további szignálok szabályozzzk Glutamin oldalláncot körülölelö bázi-
kus csoportok az öket tartalmazó fehét'éket a sejtmagvacskába irányítják, a C-termi-
nuson elhelyezkedö CAAX c§oport pedig a lamin 3 farnezilálódásához és így a sejtmag
bels6 membranjába épüléséhez vezrt (Holtz és mtsai, 1989; Hatanaka, 1990;
Garcia-Bustos és mtsai, 1991). A sejtmag belsó domainjeinek feldedtésével párhuzamo-
54a minden bizonnyal további irányító mech,nizmusok felfedezésére is sor fog kerül-
ni.

A sejtmagba irdnyuló fehérjetrans4)olí mechaniünusdnak lantaása a tudomány
messze nem|ezárt,jelenleg is nagy erókkel müvelt területe (Silver, 1991; Nigg és
mtsai, 1991; Goldfarb, 1992). Annak a tisztázása után, hogy a transzport alapvetóen
két lépésból, a nukleáris lokaliációs szignállal rendelkeó fehérje gyors megkötésé-
böl és a póruskomplexen való lassú 'átszuszakolásából' áIló, energiaigényes feladat
(Newmeyer és mtsai, 1986; Newmeyer és Forbes, 1988; Richardson és mtsai, 1988) jelen-
leg a póruskomplexnek és a bozzÁ kapcsolódó citoplazmatikus faktoroknak a folyamat-
ban játszott szerepét próbálják meg feldedteni. Mivel egyedül a póruskomplex moleku-
latömege meghaladja 1,L24 mez,a.-Dalton-t, ez a feladat nem igérkezik egyszer0nek.

Morfológiai tanulmányok alapján a makromolekulák transzportjának két alapvetö
modellje létezik: a "folyamatos" és a 'zsilipelö' modell. A folyamatos modell sze-
rint a transzport energiaszükséglete, az endoplazmás retikulumban és a mitochondium-
ban müködó transzportrendszerekhez hasonlóan, az átjut6 makromolekulák -kitekerésé-

re", majd a nukleáris oldalon 'betekerésére' fordítódik. A zsilipeló modell a pórus-
komplex citoplazmatikus és nuklaíris gyürüjét egy-egy ATP felhasmálásával szülcül6-
águló kapunak képzeli el (Hanover, 1992; Dngwall és I-askey, 1992).



A tr'anszportfolyamatban részt vevö kulcsfontosságú fehérjék azonosítását négy fó
módszprrel Ksérelték meg eddig: 1. Az elsó módszer magát a nukleáris lokaliáci-
ós szignált, illetve feltételezett receptorának ezzel minden valószínüség szerint
komplementer, saví§ kötöhelyét hívja segítségül. A szignállal egybeépített fotoaffi-
nit,ás próbák, illetve a receptorok íeltételezett kötóhelye ellen termeltetett anti-
testek segítségével fóként 60 és 70 kDa köriili molekulatömegri fehé{éket lehetett
megtalálni (Garcia-Bustos és mtsai, 1991; Silver, 1991). A köt6dés N-metil-maleimid-
del gátolható (Newmeyer és Forbes, 1990), ami újabb kísérleti eszközt jelenthet a
részt vevó fehérjék azonosítására. 2. A második két módszer a folyamatban részt
vevó transzporter komponenseinek azonosíására tesz kísérletet. Tíz éve ismert, hogy
wheat germ agglutinin (WGA) a sejtmag makromolekula transzportjának gátlására képes.
Ez.en az úton legnagyobb biztonsággal egy 62h,Da molekulatömegü fehérjét, ú.n. nukleo-
porin-t sikenilt azonosítani (Roberts, 1989; Nigg és mtsai, 1991; Silver, 1991).
3. A harmadik kísérleti megközelítés a transzporter ATP-t felhasaráló komponen-
sét kívánja megialálni fotoaffinitás próbák segítségével. E próbákkal egy miozinsze-
r0 188 és egy 40-46 kDa molekulatömegü ATP-áz azonosítása vált lehetóvé (Roberts,
1989; Silver, 1991). 4. A negyedik módszer a sejtmagba irányuló makromolekuláris
transzport in vitro rekonstrukciójára tesz kísérletet. Shnnnon-Moore és Blobel
(1992) ezen az úton egy ATP-t igényli citoplazmatikus frakciót talált, amely a
hsp7O-nek a folyamatban játszatt szerepével egyritt (Goldfarb, 1992; Dingwall és
Laskey, I99Z, ld. bóvebben: 2.2.3. fejezst) arra utal, hogy a transzportban részt
vevó citoplazmatikus faktorok is hozzájárulrrak a folyamat energiaigényébez.

A fehérjetranszport kétirányrúsága: nukleáris "shuttle" mechaniznusok
A sejtmagba irányuló fehérjetranszport logikus követelménye az egyírányúság,

hiszen ha az enetgiabefektetés ár:ín bejuttatott fehérjók ugyanazral a mechanizmussal
kikenilnének a sejtmagból, a sejt hótermelésének szellemes, ámde némileg bonyolult
mechanizmusával állnánk szemben. Az általános sz.abáIy valóban ez. Mégis, azon néhány
fehérje esetén, amelyeket az L áblázztban muiatok be, a fehérjéknek a sejtmag és a

Fehérje Trodalmi hivatkozás
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Moreland é_s rntsai, J-985
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Guiochon-Mantel és mtsai, 1991

Lewis é.s Pelharn, 1985
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í. áblázat A sejtmag 6 a citopla.anra között "ingázón fehérjék



citoplazma közjtti ciklikus vándorlása figyelhetó meg. E "nukleocitoplazmatikus
shuttle" az RNS-kötö fehérjék esetén az RNS-transzportot, a hsp70 esetén pedig a
fehéq'etranszportot segítheti. A ciklikus vándorlás bozzásegítbet nhhoz, hogy a
progeszteron receptor újabb és újabb jelet közvetítsen a sejtmagba, 'spórolva' a kis
mennyiségben szintetiált receptormolekuláva|. Yégezerül a HMGl pedig részt vehet a
kromatin assmciációs folyamataiban, amelyre csak a sejtciklus bizonyos szakaszaiban
(leginkább G2 és M-profázis) van szükség (Bonne-Andrea és mtsai, 1984).

Példák a sejtnag fehérjetranszportjának szabályoására
A sejtmag feherjetranszportjának szabályozása két szinten képzelhetó eL e tranff

szport általános szabályozÁ§val. minden fehérje transzportját lehet egyidejüleg
növelni, illetve csökkenteni. Ilyen szabályoz.ásra péIü az tnzl:Jin, EGF és a foszfa-
tidil-inozitol makromolekula (dextrán) transzportot stimuláló hakísa (Jiang és

5ghindler, 1986; 1988; Schindler és Jiang, 1987; Peralta-Soler és mtsai, 1992). E
haüísok pontos mechanizmusa egyelöre nem ismeretes.

A fehérjetransryort speciális szabályozasa során csak bizonyos fehérjék
transzportjának szelektív segítése, illetve gátlása valósul meg. Könnyen belátható,
hogy e folyamatnak kulcsfontosságú szerepe van a jelátviteli folyamatokban, hiszen a
kiilönböó transzkripciós faktorok sejtmagba ju!ása után már csak a DNS-sel való
kölcsönhalásuk változtaásával nyílik a sejtnek lehetósége a génexpresszió specifr-
kus szabályozasára (ld. bóvebben a 2.1.3.1. fejezetben).

A fehérjetranszport az egyes fehérjékre specifi.kus szabályozasának néhány lehet-
séges mechanizmusát a következö oldalon lévó 2. áblázatban foglaltam össze. A szabá-
|yoÁs a fehérjék szerkezetének posltranszlációs módosításával (foszforiláció,
defoszforiláció, limitált proteolízis) és fehérjekomplexek képódésével, illetve
felbomlásával fejti ki haását. A módosíLísok hatására a nukle"íris lokaliációs
szignál jobban felismerhetóvé válik, mint a rel onkogén celluláris változata eseté-
ben, vagy kölcsönvevódik, mint ahogy a sejtciklus szabályozasában alapvetö szerepet
játszo cdaz kináz kölcsönveszi a lokaliációs szignált az őt klnázként is aktiváló
ciklintól (hivatkoásokat ld. 2. áblánt). A sejtosztódás során aktiválődő cdc2
klnáz szÁmos transzkripciós faktor sejtmagba jutását és DNS kötését akaffilyozza meg,
hozrájárulva ezzel a transzkripció általános gátlásához a mitózis során. Néhány igen
ismert fehérjét a nukle"íris lokaliációs szignáljukat elfedó ntársukn tart a cito-
plazmában. E maszkíroá szerepet a cAMP-fiiggó fehé4'e kináaál a regulációs alegy-
ség, a szteroid receptorok esetén a hsp90, az NFkB mellett pedig az IkB tölti be (az
utóbbi kettó részletesebb nírgyalását lásd a 2.I.3.I. és a 2.2.4.2. fejezetekben).

A nukleáris lokalizíciós szignál esetén is feltehetó a "Ki kit győz l€!" kérdé-
se, ha a fehérje ezen kiviil egy másik, pl. mitochondriális, vagy szekréciós szignált
is tartalmaz. Altal,íoos szabályként elmondható, hogy a ko-transzlációs szignálok,
így a szeksu,iós szignál és a plazmamembránba irr{nyító hidrofób peptidszakasz "győz-
nek" a poszttranszlációs nukleáris lokaliációs szignál felett. A 5zintén poszt-
transzlációs mitochondriális szignál esetén az eredmény "döntetlen': a fehét'e N-ter-
minusához közelebbi szignál dominál, vagy a fehérje mindkét sejtszervecskében eló
fog fordulni (Garcia-Bustos és mtsai, 1991; Hanover, 1992).
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A szabályozás módja Trodalmi hivatkozás

Aküvá].ás
több NLS egy fehérjén
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-- xnf7 (Xenopus Laevis)
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-- jun (?

az NLS elfedése
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_- NFkB
-- fehérje kináz A
-- fos (?)

Dworetzky és mtsai, 198a

Rihs és mtsai, a99L

Zhao és Padmanabhan, 1988
Booher és rntsai, 1989

Henkel és mtsai,1992
Hannink és Temin, 1989

Jans és mtsai, ]_991
Miller é_s mtsai I L99L
MoIL és intsai, 199]_
Chida és Vogt, 1992

Pickard és Yamamoto, a987
Lenardo é.s BalÜrnore, 1989
Niqg és rntsai, 1985
Roux és mtsai, I99o

Z. áblázat Példák a nukleáris fehérjetranszport szabályozására
NLs : nukleáris lokaliációs szignál; a többi rövidítést lásd a
bevezetö oldalakon található rövidítésgyüjteményben

2.1.2.3. RNS transzport

Igy, a sejtmag RNS transzportjának árgyalását a fehérjetranszport ismertetése
utlín hagyva az elsö kérdés, ami felmerül az emberben, hogy mennyiben azonos és meny-
nyiben különbözik a két transryortfolyamat mechanizmusa. A transzport bizonyos lépé-
sei mindenképpen hasonlóaknak kell, hogy legyenek, hiszen mindkét típusú makromoleku-
la transzportja a nukleáris póruskomplexen keresztiil folyik (Schröder és mtsai,
1987). A kétféle transzportfolyamat azonban döntöen ellentétes irányú: a fehérjék (a
"shuttle'-ban résztvevök kivételével) befelé mennek, ezzel szemben az RNS kifelé
vándorol. A heteronukleáris RNS "szabdalásában' (bnRNS-splicing) részt vev6 kis
ribonukleo-fehérjék (snRNP-k) importja azon kevés péIűk egyike, ahol a fehérje és

az RNS(-fehérje komplex) transzportja egy irányba történik. E folyamat esetén kompe-
tíciós kísérletek tisztázák, hogy a szignál felismerését különböó mechanizmusok
biztosítják (Dingwall és Laskey, 1992). Mivel az mRNS, az rRNS, az snRNS és a tRNS
transzportja egymástól meglehet6sen kíilönbözik, tárgyalásukat ilyen csoportosí&ís-
ban, lailön fogom elvégezni.
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Az mRNS transzportjának mechaniznusa
Az mRNS-transzport mechnnizmusának a fehé{etranszportéhoz hasonlóan §zintén két

lépését lehet megkülönböztetni: a trans4ortra keriilö molekulák felismerését és a
nukleáris póruson való keresztiilhalaűsukat.

1. Az nRNS felismerése Az RNS transzportjára a legtöbb esetben a hnRNS érése
utr{n kenil sor, ugyanip4 intronokat ártalmazó, részlegesen, vagy egyáláIán fel nem
szabdalt (unspliced) hfrRNS-ek csak ritkán hagyják el a sejtmagot (Schröder és mtsai,
1987; Hanover, 1992). Máig is vitatott, hogy az mRNS felismerése egyáltalán jelhez
kötött-e. Amikor egy molekula felismeréséröl beszélünk, álta|ában oldatszerü körülmé-
nyeket képzelünk magunk elé, ahol a felismerendö anyag szabad diffiiáó után nagy
affini&íssal kötödik receptorához. Ez a kép szigonían véve a vérplaznára és a cito-
szolra sem igaz, végképp érvényét veszti azonban a sejtmag belsejének magasan struk-
trirált könilményei között. Itt inkább az mRNS molekula } transzportrendszernek való
"átadásáról" beszélhetiink (Carter és Bentley- I-awrence, 1991).

Kétségtelen tény, hogy a hnRNS útja igen "sznrverntt" a sejtmagon belül. A splic-
ing folyamatok a sejtmag belsejében, legalább részben a "nukleáris testekhez"
(nuclear body) kötötten zajlanak le (Gerace és Burke, 1988; Carter és mtsai, 1991;
Saunders és mtsai, 1991; Brasch és Ochs, L99Z). A splicingban részt vevö kis ribonuk-
leo fehérjék egy magasan s7Éíve7Étt retikuláris hálózatot alkotnak a sejtmagon belül
(Spector, 1990). A hnRNS az érési folyamat elótt igen erós affini!íssal köt6dik a
sejtmagmátrir,hoz, a "készn mRNS-nek pedig mintegy 7O %-a a mátrixról leszakad
(Schröder és mtsai, 1987). A hnRNS kihorgonyásáért többek között a 41,-43 kDa mole-
kulatömegú C fehérjék lehetnek felelösek (Pinol-Roma és Dreyfuss, 1992). Az mRNS
transzportját pedig a nukleáris pórus belsö oldalához csatlakoá gézszrcro^ fonalháló-
zat is segítheti (ld. 7. oldal; Goldberg és Allen, L99Z).

A hnRNS érése során kialakult speciális jegyek, így az RNS 5' végére kerülö
7-metil-GpppG "sapka" (cap) és a 3' végre csatolt poli-A farok szerepet játszanak a

transzportra kerülö mRNS pozícionálásában a nukleáris pórus belsó oldalán (Schröder
és mtsai, 1987; Nigg és mtsai, 1991). A poli-A farokhoz kapcsolódó sámos nukle.íris
fehérje közül egy 78 kDa és egy 110 kDa molekulatömegűról feltételeák, hogy szere-
pet játszik az mRNS transzportjában. Az mRNS 7-metil-Gpppc-kötó fehérjéjének azonosí-
tása jelenleg folyik (Schröder és mtsai, 1987; Nigg és mtsai, 1991). Jónéhány mRNS,
így az idegsejt sámos specifi.kus mRNS-e, a hiszton és a béta-aktin mRNS-ek nem
rendelkemek poli-A farokkal, így felismerésük ezen eleme nem vesz részt specifikus
transzportjukban (Schröder és mtsai, 1987). 

:
2. Áz mRNS transzpoftja A fehé{eburokkal körülvett mRNS átméróje kb. 20 nm,

míg a nukle"íris pórusé mintegy 10 nm, tehát a kereszhilhaladrfu során a fehérje-mRNS
komplexnek legalább részlegesen "kitekerednie" és disszociálnia kell. Az RNS kiteke-
redését egyes feltételezesek szcrint a topoizomeráz II is segíti (Schröder és mtsai,
1987). A transzport során elöször az nRNS 5' vége halad át a póruson, ami össáang-
ban van arrll, hogy a transzport egyik legfontosabb jele, a 7-metil-GpppG is az 5'
végen helyezkedik el (Nigg és mtsai, 1991). Az mRNS transzport energiaigényes folya-
Eat. Az energiasztikséglet a topoizomeráz II aktivitáson kívül a transzportban részt
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vevó, a nuklaíris pórushoz asszociált nukleotid-trifoszfaáz fdeÁ, amely egyes
vizsgálatok szerint a lamin A, illetve C N-terminális 46 kDa-os részletével azonos
(Schröder és mtsai, 1987; Clawson és mtsai, 1988; Tökés és Clawson, 1989). A sejtmag
burkának felépítésében kulcsszerepet játsá laminoknak az RNS transzportban betöl-
tött szerepére uta| az is, hogy az RNS-transzport lamin B ellenes antitesttel is
gátolható (Baglia és Maul, 1983).

Az nRNS a citoplazmában sem oldott állapotban van jelen. Az mRNS 5' vége sok
esetben már a molekula 3' végének transzportja közben ribosámákka| assmciál. Az
mRNS-nek 40 S ribosáma alegységhez való asszociációjáért több iniciációs faktorral
együtt egy 24 kDa molekulatömegú, 7-metil-Gpppc-köt6 fehérje a felelös (Darnell és

mtsai, 1990, p. 310). Ebból és mutációs kísérletekból az akép kezd kirajzolódni,
hogy a 'félig kibújt' mRNS-t a fehérjeszintézis hajtóereje is segíti kihúmi a sejt-
magból (Dingwall és I-askey, 1992).

Az nRNS transzportja során a sejtmagra jellemzö krsérófehé{éket hátrahagyva, a
ribosám,ík mellett citoplazmatikus fehérjékkel, valamint a citoszkeletonnal is asszo-
ciál. Az asszociáció specificitása fttgg az mRNS fajájától, így pl. sámos citoszke-
letátis fehérjéröl (pl. aktin, tubulin és vimentin) mutaták ki, hogy szintézisük és
késöbbi funkciójuk helye megegyezik. A nukleáris RNS-kötö fehérjék lecserélése azon-
ban nem teljes, hiszen pl. a 36 kDa molekulatömegü, az RNS bázispárosod.ísát kataliza,-
ló Al-es fehérje követi az mRNS-t a citoplazmába (Kumar és Wilson, 1990; Pinol-Roma
és Dreyfuss, 1992). A 7-metil-GpppG-hez és a poli-A farokhoz asszociált citoplazmati-
kus fehérjék is hozzíjárulhatnak ahhoz, hogy az mRNS transzportja egyiráryú legyen
(Schröder és mtsai, 1987).

Blobel (1985) Spector (1990) által krsérleti tényekkel alá&ímasztott hipotézise
szerint egyre inkább elképzelhetö, hogy adott nukleáris póruson csak a pórus mellet-
ti kromoszómán kódolt gének mRNs-ei áramlanak ki, azaz az mRNs trariszport (és ezzsl
szoros összefiiggésben a transzlációs folyamatok döntó része) igen nagyfolaí térbeli
aszimmetriát mutat a sejten belül.

Az rRNS transzportjának mechaniznrrsa
A ribosám.ílis RNS kialakulása a sejtmagvacskában zajlik le. Az elsödleges 35-47

S pre-rRNS darabolódása utánaz 5, 17 és 28 S termékek transzportjátfeltételezhető-
en egymással kooperáló ktilön mechanizmusok segítik eló, amelyekröl azonban elég
keveset tudunk. A transzport során valószínüleg a riboszómák többé-kevésbé "összesze-
relt" állapotban, hordoófehé{e (fehérjék) segítségével jutnak át a nukle-íris póru-
son (Khanna-Gupta és Ware, 1989; Bataillé és ptsai, I99O). Az 5 S rRNS el6ször átme-
netileg a transzkripció terminációjában részt vevö La antigénnel asszociál, majd az
l-a fehé4'e a TFIIIa transzkripciós faktorra és az L5-ös ribosám.ílis fehé{ére cseré-
lödik le. Az utóbbi két fehérjével való asszociáció az 5 S rRNS transzportjának
elengedhetetlen feltétele (Guddat és mtsai, 1990). A 28 S rRNS transzportjában a
numatrin (ribocharin, B23) vesz részt (Hügle és mtsai, 1985). A numatrinnal együtt a
nukleolin (C23) és az L3 febéqe is a nukleáris póruson keresztiil ki és befelé egy-
aránt vándorol (Moreland és mtsai, 1985; Borer és mtsai, 1989), ami ezen fehé4ék
résnételét i. u"l1i5zínüsíti az rRNS transzportjában.
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6. ábra A splicing-ban r&zt vevö U RN§ kialakulásának és transzportjának
vázlatos mechaniznusa (Nigg és mtsai, I99L; 3. ábra után) Az ábra
magyarázatát lásd a sxivegben

Az snRN§ trarszportjának mechanizrrusa
A heteronukle,áris RNS szabdalásában ('splicing") részt vevó kis nukleáris RNS-ek

(snRNS-ek, U RNS-eD kialakulása eltér az összes többi fajta RNS-étól, ugyanis éré-

sük, fehérjékkel való asszociációjuk a citoplazmában zajlik le, ami után a kész U
RNS-fehérje komplexek visszatranszporkílódnak a sejtmagba (Nigg és mtsai, 1991). Az
U RNS-ek kialakulásának és transzportjának fóbb folyamatait a 6. ábrán mutatom be.
Az U RNS prekurzora az5'végénlévő, az mRNS-hez hasonló 7-metil-GpppN sapkát (cap)

felismeró transzportfehérje segítségével kerül át a citoplaznába, ahol az 5' guanin
2,2,7-támetíl szarmazfu,ká alakul át és sámos fehérjével asszociál. Az így kiala-
kult komplexet egy másik transzportfehérje juttatja vissza a sejtmagba. A sejtmagba
irányuló transzporthoz mind a2 5' trimetil-guanin sapkára, mind pedig az asszociált
feh§t'ekomplexre szükség van. Érdekes módon az összes többi transzportfolyamattal
szemben az U RNS-ek döntó többségének transzportját a wheat germ agglutinin (WGA)
nem gátolja, ami a még teljesen nem tisztázott transzportmgcfolnizmus egyedi jelle-
gére utal. Az UL, U2, U4 és U5-ös RNS-ekkel szemben az U6-os RNS transzportja más
úton folyhat, amit eltéró (monometil) citoplazmatikus 5' sapkája és a wheat germ
agglutininnal való gátolhatóság je|ez (Nigg és mtsai, 1991).

A tRNS transzportjának mechaniznwa
A tRNS transzportjáról viszonylag keveset tudunk. Zasloff korai munkái tisztáz--

ták, hogy a transzport telíthetö, így feltételezÁet6en sállítófehéqéhez kötött, és
a tRNS-nek e szallítófehérje áItal történö felismerésében a 'T-pszi-C-kar' az egyk
döntö elem (Zasloff és mtsai, L982; Zasloff, 1983). A tRNS transzportjára is csak a

!
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nukleáris pórus _ clToPláZMA

lamin A,B,C Ca,CaM sEJTMAG

PlP + poly-A

íosáatáz izomerázll
inzulin EGF

'7. ábra Az mRNS transzport szabályozásának föbb mechaniznusai PKA :
cAMP-fiiggö fe\épe klnáz; p30, p60 : citoszolbeli, poli-A -kötö fehér-
jék; PKC : Ca'- líoszfolipid-fiiggó fehérje kináz; PIP : foszfati-
dil-inozitol; CaM : kalmodulin; NTPáz : az mRNS transzportban részt
vevö nukleoúd-tifoszfaáz; p110 : poli-A-felismerö fehérje; EGF :
epidermális növekedési faktor; további magyarázatot lásd a szövegben

molekula te§es "érése" ukín kenil sor, amely az mRNS éréséhez hasonlóan a sejtmag
belsejében zajlik le (Gerace és Burke, 1988). A transzportfolyamat néhány lépése az
mRNS transzportjával közös lehet (Dargemont és Kühn, 1992).

Az RNS traruzport szabályozása
Az RNS faják transzportfolyamatai közül csak az mRNS transzportjának szabályoza-

sát vixgálLik részletesebben. A szabályoás föbb mechanizmusait a 7. ábrán mutatom
be. A szabályoás fó eleme a 40 kDa-os nukleozid+rifoszfaázból (NTP-áz) és a 110
kDa-os poliA felismeró fehérjéból (p110) álló transzport-komplex, amelyet egy eddig
nem azonosított sejtmagbeli fehérje knáz gátol és a megfelelő foszfaáz aktivál
(Schröder és mtsai, 1987). A ktnázt az EGF, a foszfatazt az inralin képes stimulálni
ellentétes hatást gyakoro|va ezÁ|ál az mRNS transzportjára (Schröder és mtsai,
1990). A nukleozid tifoszfatÁz Clawson és csoportja szerint a lamin A és C N-termi-
nális részlete, amely lehasaűsát fiziológiás kálciumkoncentrációk és kalmodulin
jelenléte segítik (Clawson és mtsai, 1988; Tökés és Clawson, 1989; Madsen és mtsai,
1990; Clawson és mtsai, 1992). Az NTP-áz RNS és foszfatidil-inozitol hatására aktivá-
lódik (Smith és Wells, 1984), fehérjeÁnáz C-vel pedig m0ködése gátolható (Schröder
és mtsai, 1988). A nukleozid tnfoszfaáz mind szubsztrát-specificitásában, mind
ionfiiggésében, mind pedig RNS-sel való aktiválhatóMgában különbözik a sejtmag memb-
ránjában megtalálható Ca'--ATP-áztól (Schröder és mtsai, 1987; v.ö. a 2.I.2.I.
fejezettel).
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8. ábra A DNS másodlagos, harmadlagos, negyedleges és ötödleges szerkezete

A nukleozid-tifoszfaázból és a poli-A felismeró fehérjéböl álló mRNS transz-
port-komplexen kívül a szabályozas még két elemét sikenilt eddig feltírni. Az mRNS
transzport elótti kitekeredését a topoiznmeráz II segíti. Az elÁm aktivitása mind
fehérje kináz C, mind kazein kináz II hatására megnó (Sahyoun és mtsai, 1986;

Schröder és mtsai, 1987; Cardenas és mtsai, í992). A citoplazmatikus oldalon a

transzportálódó mRNS-t két poli-A köt6 fehérje várja, amely feltételeáetóen a
transzport sikeres befejezését segíti elö, ugyanis poli-A jelenlétében az
NTP-áz/poli-A felismerö komplex aktiválására képes. A fehérjék könil a 30 kDa moleku-
latömegú aktiváló hatása cAMP-ffiggö fehérje kináz jelenlétében felerösödik (Schröder
és mtsai, 1987).

2.1.3. 
^ 

sejbnagon beliili folyamatok szabályoása

A sejtmagban lenjlő legfontosabb folyamatok, a transzkripció és a replikáció
alapvetóen a DNS-sel kapcsolatosak. A sejtmagot a citoplaznr.ítól leginkább a benne
összezsúfolt makromolekulák kompaktsága ldlönbözteti meg. A citoplazmához képest a
sejtmagban nincs hely (egyedül a fehéq'ekoncentráció minteg/ 200 mg/ml-es), így mind
a transzkripció, mind a replikáció szabályozasában az elemi részfolyamatok térbeli
rendezettsége lnilönös jelentóséget kap (Hancock és Hughes, 1982; Gross és Garrard,
1987; Berezney, t991; Jack és Eggert, 1992). lgy a sejtmag felépítésében résztvevö
"unalmasn strukhírális elemek soíTa a sejtmagbeli jelátviteli folyamatok "izgalmas'
kulcsszereplöivé válhatnak. Ebból a szemléleti alapállr{sból kiindulva a sejtmagon
belüli legfontosabb folyamatok szzbályozasát egy szokatlan szempont, a DNS-szerkezet
szintjei szerint csoportosítva fogom tírgyalrri. Az eukromatinban található DNS másod-
lagos, harmadlagos, negyedleges és ötödleges szerkezntét a 8. ábrán mutatom be. (A
heterokromatin pontos negyed- és kiilönlegesen ötödleges szerkezete egyelóre nem
ismeretes.) Ismereteink mai szintjén a különböó sejtmagbeli jelátviteli folyamato-
kat a DNS harmadlagos szprkezetének, a nukleosámáknak és az óket összekötö Hl-es
hisztonoknak a változásaival tudjuk összefiiggésbe hozni, de mind több jel utal arra,
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hogy a DNS magasabbrendü (negyed- és lnilönösen ötödleges) sznrkez.ete is szerepet
játszik a nukleáris jelátvitelben (Hancock és Hughes, t982i Beremey, 1,991; Dingwall
és l-askey, 1992; lack és Bggert, 1992).

2.1.3.1. Szabályoás a DNS harmadlagos szerkezete, a nukleoszómák szintjén

A DNS harmadlagos szerkezeti szintjének legfontosabb eleme, a nukleosámák finom-
szsrkezetét Aaron Klug és munkatársai tették elektronmikroszkóposan láthatóvá a

nyolcvanas évek elején (Richmond és mtsai, 1984). A nukleosámák kialakulása általá-

ban szoros periodicitást mutat, de a létrejött szrrkeznt stabilitása, feszessége

ffigg a DNS helyi bázissorrendjétöl, a DNS ebböl követkeó 'hajlíthatóságától'
(Travers, 1987). A DNS harmadlagos szerkezete azonban nem csak az örökölt és válto-
zatlan bázissorrend által meghaűromtt. A szzbá|yozzsban szerepet játsm egyéb, a

DNS harmadlagos szerkezetét is befolyásoló folyamatokat a 3. áblázatban foglaltam

össze.

vdltozások a DNs szerkezetben
A DNS szerkez.etének a szabá|yozó folyamatokkal összefiiggő legfontosabb módosulá-

sa a DNS csavarodottsága (csavarása) folytín fellépó torziós feszriltség. A nuk-
leoszómákban a torziós feszültség haására létrejövö lehetséges váltoások egyikét a
9. ábra mutatja be. Mint látható, a DNS csavarodottságának változtaásával a már
elózetesen fellazított nukleoszóma "kitekeredik", ezÁltal a DNS szerkez.ete a transz-

Szabályozás módja Irodalmi hivatkozás

Vá]tozá.sok a DN S,szerkezetben
-- torziós feszi.iltség Ausio, 1-992

-- Z-DNS Rich, 1983
-- DNS metiláció Cedar, J_988

H is ztonok pns zttrans z7ációs
modifikáciői
-- foszforiláció
-- aceüláció

Kis speciíicitású DNS-kö6
íehfiék
-- HFLGL4/L7

Nagy specificitÁsú DNS-kötb
fehfiék -- transzkripciős taktorok
-- transzport a sejtmagba
-- foszforiláció
-- redox folyamatok

Roth §5 a'l'lis, 1_992

Csordas, 1_99o

Gonzales é.s Palacian, ]_99O

Ding:wal*l, t99L
Hunter és Karin, 1992
Xanthoudakis és Curran, 1992

Transzkripciős íakbrok kö7csönhatás ai
nás tehfiékke7

3. áb|ázat A sejnnagban lezqiló folyamatok szabályozásának módjai a DNS har-
madlagos szerkezete, a nukleoszómák szintjén
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9. ábra A torziós feszültsQ hatása a nukleoszómák szerkezetére (Ausio,
1992; Z. ábra utín)

kripciós és replikatív folyamatok számára elérhetóvé válik (Ausio,1992). A DNS csa-

varodottságának sz.abá|yozÁsa döntöen a topoizomerázI és II aktiviás révén valósul
meg (Gross és Garrand, 1987; Liu, 1989), Mivel transzkripció és replikáció közben a

DNS torziós feszültsége nó, ez a DNS-láncon tovaterjedö jelként kata|izalbatja a

soronkövetkezi, vagy akár tlívolibb DNS szakaszok kitekeredését.

Biológiai rendszerekben a DNS feszültségmentes állapotához képest "kitekerten"

fordul eló. Ez a negatív felcsavarodottság (supercoiling) a citozin C5-ös oldallánca-
inak metilezésével, fehé{ék kötödésével és többértélcü kationokkal ecyütt kedvez a

balmenetes Z-DNS kialakulásának. A Z-DNS kialakulása a "csendes", a transzkrip-
ciós és replikatív folyamatokban részt nem vevö DNS szakaszokra jellemó (Rieh,

1983; fuch és mtsai, 1984). A Z-DNS, a stabilisabb, nnormálisn, B-DNS-sé való átala-

kulása önmagában is torziós feszültséget okoz, amely nteívezettn folyamatként is

elósegítheti a szomszédos, vagy akár távolibb DNS szakaszok aktiválását (fuch,

1983).

A citozin 5-ös helyzetben történó metilációja csökkenti az adott DNS-részlet
transzkripciós aktivitását. Egyre több megfigyelés utal arra, hogy a DNS metilációjá-

nak nagy §zerepe van a transzkripció általános szabáLyozÁsában: Razin és mtsai
(1986) differenciálódó sejtekben bizonyos DNS szakaszok metil-citozia -; git6zin

cserével történö demetilációjáról sámoltak be, amely szerepet játsáat e szakaszok

aktiválásában, Jost és munkaűrsai pedig egy metilezett DNS-hez szelektíven kötódö

hiszton Hl-sÁrmazekot írtak le, amely ösztradiol haására a metilezett DNS szakasz-

ról leválik (Jost és mtsai, 1991; Jost és Hofsteenge, í992). A metiláció az adott

gén ki-vagy bekapcsolásában alárendelt szerepet játszik, minte§} elósegíti, megerósí-

ti a génre ható szekvenciaspecifikus aktivátorok, illetve represszorok haását. A
metiláció ponto§ hatásmechani7musa nem ismeretes: szerepe lehet a DNS-kötö fehérjék

affinitásának változtatísában és a DNS fentiekben leírt balmenetes (inaktív) konfor-
mációjának stabiliálásában is (Razin és mtsai, 1984; Cedar, 1988).

--t acetíláciÖ\r.-:_4
j
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A DNS-hez hisztonok és nem hiszton fehérjék kötódnek. Az utóbbiak közül kis és

nagy specifici&ísú DNS-kötó fehé{éket tudunk megkülönböztetni. A DNS-hez különösebb
válogatás nélkl,il kötödó fehérjékre a HMG14 és HMG17 egy jellemzó példa. Más fehér-
jék, pl. a transzkripciós faktorok ezzp,l szpmbea bizonyos meghatározott DNS szekven-
ciákhoz mutatnak nagy affinitást. Az alábbiakban a DNS-sel kapcsolatos folyamatoknak
a l<Otó fehérjék oldaldról történó szabályozásár ebben a sorrendben (hisztonok,
kis és nagy specifici!ísú DNS-kötö fehérjék) fogom tárgyalni.

Hiszt o nok po §zttranszlóciós modifiIaició i
E modifikációk köztil a fosdorilációnak és az acetilációnak van fontos szabá-

lyozó sznrepe. In vitro szinte miaden hisztont szinte minden kináz foszforilál.
A lehetséges folyamatok e zavarbaejtöen gazÁag választéka közril a Hl-es hisztonnak a

sejtosztódás során a cdcZYjnáz által történö foszforilációja a legismeretesebb.
Mivel a kromoszómák kialakulása során a kromatin nagyfokú kondenrációja valósul meg,
sokáig a Hl-es hiszton foszforilációját is a kondenáció elófeltételének/kisérójelen-
ségének hitték. Friss eredmények szerint a nukleoszómákhoz kötött Hl-es hiszton fosz-
forilációjára a cdcZ kináz képtelen és jónéhriny olyan rendszer létezjk, ahol a Hl-es
hiszton foszforilációja a kromatin dekondenzációjához vezet (Roth és Allis, 1992;

Jerzmanowski és Cole, 1992). A H1 mellett aHZA és a H4-es hiszton foszforilációját
is kimutatüík a kromatirr dekondenzációja során. A H3-as hisztonnak pedig éppen ellen-
keáleg, a defoszforilációját lehetett megfigyelni ilyen körülmények köótt (Blank
és mtsai, 1992). Sajnálatos módon mindezidáig nem alakult ki egy olyan egyértelmü
kép, amely a hisztonok foszforilációját és a szabályozasi folyamatokat meg fudta
volrra egymásnak feleltetni.

A helyzetet tovább bonyolítják Jouko Oikarinen-nek és csoportjának felfedezései,
amelyek szerint a Hl-es hiszton egy ATP/GTP kötésére és hidrolízisére képes fehérje,
amelynek DNS-sel szemben mutatott affinitísát a nukleotidok jelenléte nagymértékben
csökkenti (Oikarinen, 1991; Mannermaa és Oikarinen, 1992; Nilsson és mtsai, 1,992),

valamint a HMG14 fehérjével kiegészített kromatosóma (a nukleoszóma hiszton magja *
Hl-es hiszton) egy kalmodulin-friggö fehérje kináz aktivitással rendelkezik
(Oikarinen és mtsai, 1993). A kromatosáma-b,lnáz így új szereplöként részt vehet a
saját, vagy szomszédos hisztonok, transzkripciós faktorok és m.ís DNS kötö fehérjék
foszforilációjában.

A hiszton acetiláció pontos szerepe (a foszforilációéhoz hasonlóan) nem tisz-
ázntt. A meglévö eredmények szerint acetilált hisztonok fóként a transzkripcióban
aktívan részt vevó DNS részeken dúsulnak fel, ahol a nukleoszómákat összekötö DNS
szakaszok "laúásával" a DNS negyedleges szerkezetének megbomlását okozzák (ld. 8.

ábra; Csordas, 1990; Ausio, 1992). Ausio (1992) hipotézise szerint a hiszton acetilá-
ció a nukleoszómák belsó szerkezete fellazulásának is egyik elófeltétele (ld. 9.
ábra).

Kis specifi citdsú D NS-kötö fehérj ék
E fehérjék közril a legtöbb figyelem a HMG14-es és HMGl7-es fehérjékre iránl,rrlt

(HMG : high mobility group). Mindkét fehérje feldúsul a transzkripcióban aktívan
részt vevö DNS szakaszokon (Weisbrod és Weintraub, 1979) ahol feltételeáet6en a

meglazult nukleoszóma egyik H2A-H2B hiszton párja (ld. 9. ábra) helyére "ülnek be',
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a kromatin sz.erkezstét stabilizílva ugyan, de a transzkripciót nem zavarva (Golza|ez
és Palacián, 1990). Oikarinen és munkatársai (1993) felfedezése szerint a HMG14 a

kromatinnak fehérje kináz aktivitást, a HMG17 pedig CaZ+ ATP-áz aktiviást
kölcsönöz. Ezen utóbbi enzimfunkciók a HMG14 és HMGl7-es fehérjék alaív résnéte-
lére engednek következtetni a transzJ<ripciós folyamatokban.

Na gy specifi cit as ú D N S-kötö fehérj ék

Az eukarióta DNS replikaciójnak szabályozasában részt vevö nagy specificiá-
sú DNS_kötö fehérjékról, mint az iniciációs komplexröl, a replikáció megindí&ísára
jelet adó "S-fázis aktivátor'-ról vagy abefejezatt replikációt jelá'STOP'-fehérjé-
röl viszonylag keveset tudunk (Alberts és mtsai, 1989; Damell és mtsai, 1990;

Thömmes és Hübscher,I99O; Jindal és mtsai, 1991; Jacobs, 1992; Ren és mtsai, 1993)"

Emiatt a továbbiakbaL a transzkTipció nagy specifici!ísú DNS-kötó fehérjéinek,
leginkább a transzkripciós faktoroknak a szabályoó mechanizmusait fogom áttekinte-
ni.

A transzkripciós faktorok hatásait több, egymással összefiiggó mechanizmus szabá-

lyozzz. Eredményét tekintve a szabályozas befolyásolhatja az adott transzkripci-
ós faktor koncentrációját általában és a sejtmagon belül, DNS kötódésének affiniá-
sát és specificitását, valamint a transzkripciót aktiváló, illetve gátló haűsát.
Mechanizmusa szeint a szzbáIyozzs érintheti a transzkripciós faktor szintézisét
(ez a szabályoás döntöen rnás transzkripciós faktorokra vezethetó vissza), transz-
portját a sejtmagba, poszttranszlációs módosításait (foszforiláció, redox módosíá-
sok) és --döntöen az előzőek következményeként-- asszociációját m.ís fehérjékkel
(Hunter és Karin, í992). Az alábbiakban a transzkripciós faktorok nukleáris transz-
portjának, foszforilációjának és redox módosíásainak szabályozó szerepére fogok
néhány példát bemutatni.

Szabálvoás a seitmagba irányuló transzport révén
Egyre nö azoknak a transzkripciós faktoroknak a száma, amelyek esetén ismert az

a mechanizmus, amely sejtmagba jutísukat szabályozza (Dingwall, 1991). Néhányukat,
így a fos/jun-t, az NFkB-t és a szteroid receptorokat már a2. áblázatban (lásd 11.

oldat) is bemutattam. A jun esetén a nukleáris transzportot a transzkripciós faktor
citoszolban megvalósuló foszforilációja szabáIyozza (Chida és Vogt, 1992). Más fakto-
rok esetén is, mint pl. az interferon-alfa hatísmechanizmusában részt vevö
ISGF3-nál, a T limfociák aktivációjához vez.ető NF-AT-nál és a C/EBP-nél az eÁdigi
kisérletek a foszforiláció szerepét valószínüsítik az adott transzkripciós faktor
nukleáris transzportjának szzbáIyozasában (Hunter és Karin, 1992). Az NFkB és a szte-

roid receptorok esetén a (feltárt) szabáIyozás bonyolultabb; mind a transzkripciós
faktorok nukle.íris lokaliációs súgnálját elfedö fehérjéket, mind pedig poszttransz-
lációs módosí6sokat ártalmaz. Az NFkB szabályozÁsálzrk mechanizmusát a 10. ábrán

muiatom be, a szteroid receptorok szabályozasára pedig a 2,2.4.2. fejezetben térek
vissza.

A, ry|kB sejtmagba juását a nukleáris lokalizíciós súgnáIját elfed6 IkB gátlófe-
héqe Ca'- - és foszfolipid-fiiggó és cAMP-függó fehérje kinázok által katali-
zÁlt foszfoilálása teszj lehet6vé. A foszforilált IkB leválik az NFkB dimerról, ami
után a 65 kDa-os alegység nukleáris lokaliációs szignálja szabadon felismerhetövé
válik (Inoue és mtsai, 1,992i Link és mtsai, 1992). Az NFkB 50 kDa-os alegysége egy

110 kDa-os elöfehérjéböl ATP-friggö limiált proteolízissel keletkezik (Fan és

ffinniatis, 1991). A proteolízis során lehasad a fehéqe N{erminálisán elhelyezkedö
nuklqíris lokalizíciós szignált elfedó C-terminális részlet (Henkel és mtsai, L992).
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nukleáris lokalizációs szignál

I nrn

PlG, PKc

tr-ffi *,ó
V§7 !e,,

lkB-o,B, ó
p65 p50

NUKLEUSz

10. ábra Az NFkB aktiválásának mechanizrnusa (lrnardo és Baltimore, 1989; Fan
§5 \{nniatis, 1991; Henkel és mtsai, 1992; Inoue és mtsai, 1992; valarr,int Link és

mtsai, 1992 nyomán) p50, p65 : NFkB alegységek; píID az 50 kDa-os NFkB alegység
prekurzora; IkB : az NFkB sejtmagba julását megakadályozn fehé1e; PKC :
Ca"- -foszfolipid-fiiggö fehé{e kináz; PKA : cAMP-fiiggó fehérje kináz; to-
vábbi magyarázztot lásd a szövegben

Jelenleg még nem tíszázott, hogy az NFkB 65 kDa-os alegységébez kötö IkB fehérje
hogyan akadáIyol-ra meg az 50 kDa-os alegységen lévó m.ísik nukleáris lokaliációs
súgnál felismerését. Naumann és munkatársai (1993) újabb eredméayei sz-eint az
IkB-hez hasonlóan p100-es NFkB prekurzor is képes az NFkB-hez való kötódósre, és

ezaltal a komplex sejtmagba jut,ásának megakaűlyo zására.

Szabályoás foszforilációval
Jelenleg 1q!§ mint tucatnyi azon transzkripciós faktoroknak a száma, amelyek

DNS-hez való kötódésének, és/vagy transzaktiváló haásának szabá|yozÁsában a foszfo-
riláció szerepét tiszámi lehetett. Az eddíg feldedtett példákat a 4. áblazatbaa
foglalom össze. Az eddigi fejlódés és a csaknem szÁz részfetes tanulmányoÁsra váró '
foszforilált transzkripciós faktor ismeretében könnyen megjósolható, hogy az '100l,
kiaáz" és az "I0O2 foszfaáz" mellé hamarosan az 1003 foszforilált transzkripciós
faktor is csatlakozni fog.

Nem is olyan egyszerO bebizonyítani, hogy egy transzkripciós faktornak egy adott
fehérje ktnáz áIÁl megvalósuló foszforilációja tényleg részt vesz az adott faktor
aktiválásábarr. In vitro szinte minden kináz minden transzkripciós faktort foszfo-
ritál. Igy az adott szignálra megvalósuló in vivo foszforiláció kimutatása mel-
lett tisztími kell azt is, hogy tényleg az a kináz tényleg a7nr. a helyen foszfori-
|álta a transzkripciós faktort, amely az in vivo aktiváló&ísához vez.et. A 4.

áblázat kérdöjelei azt je|zik, hogy az adott esetben e vizsgálatok egyike-másika
még nem történt meg, vagy az eredmények nem voltak kielégítöek, egyértelműek.
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Hatás/Transzkripciós
faktor

A foszforílációént felelós
kináz(ok)

A DNS-hez vaJ-ő kötódés akává7ása
sRF cK II
GBF]- (növényi) cK II

A DNS-hez va7ő
c-myb
c-jun
max
miogenin
oct1
GHF-{pit]-

cREB
c-jun
c-myc
c/EBP-B
HSF (x

kötbdés gáüása
cK II
cK IT, GSK-3
cK IT
PKc
PKA (?)
PKA

A tanszaktiváJ-ó hatÁs erösitése
PKA, CK II (?, CaCaM-PK (?)
MAP kináz (4, raf Q
MAP kináz (4, GsK-3 O, PKc
CaCaM-PK

(?

A frans zrepressziő erósitése
c-fos cdc2

A transzrepres sziő gáüása
v-erbA PKA, PKc
ADR]- (élesztó) PKA

4. áblázat Transzkripciós faktorok DNS-hez való kötöd&ének és transzaktiváIó
haásának szabályoása foszforilációs folyamatok révén (Hunter és Kann, í992
valamint Morimoto és mtsai, 1992 nyomán) Felhasznált rövidítések: CK II : kaznÁ
knáz II; GSK-3 : glikogén súnáz krriáz 3; PKA : cAMP-fiiggö fehérje kináz; PKC
: Ct+ -foszfolipid-fiiggó fehérje klnázi CaCaM-PK : kalcium-kalmodulin-fiig-
gó fehérje kináz; MAP Y*lnáz : mitogén aktivált fehérje kináz; SRF : szérum
response faktor; octl : ATGCfuMT oktamer szekvencia-kötö fehérje; GHFl/pitl :
hipofízis transzkripciós faktor; CREB : "oAMP response element" kötö fehérje;

C/EBP-í} : CCAAT/ enhancer-kötó fehérje-B; HSF : hö-sokk faktor

É,rdekes módon eddig nemigen vizsgálák azt, hogy a transilcripciós falaorok
foszforilációja a citoplazmában, vagy a sejtmagbanjátsádik le. A sejtben elég
nagy mennyiségben jelenlévö, a kinázoknál kisebb szelektiviást mutató foszfaázsk
miatt (Cohen, 1989) a sejtmagon belüli foszforiláció valószínübbnek látszik. Ezt az
a tény is alá&ímasztja, hogy a szerepet játszó Y,lnáznk közül a Ca2+-foszfoli-
pid-filggö fehérje kináz, a kalcium-kalmodulin-függó fehérje lrjaáz, a kaze,Á klnáz
II, a MAP kináz és a cdc2 kináz sámottev6 mennyiségét mutatták ki a sejtmagban
(Masmoudi és mtsai, 1989; Rogue és mtsai, 1990; Bachs és mtsai, 1992; Krek és mtsai,
1992; Sanghera és mtsai, 1992; Chen _és mtsai, 1992; Riabowol és mtsai, 1989; Bailly
és mtsai, 1989), a cAMP-fiiggö, a Ca2+-foszfolipid-fiiggó fehérje kinázok,

o
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valamint a kaz.eir. kináz II, a MAp kináz és a raf pedig aktivációjuk után a sejtmagba
rendezódnek át (Nigg és mtsai, 1985; Cambier és mtsai, 1987; Buckley és müsai, 1988;
I-each és mtsai, 1989; Hocevar és Fields, 1991; Cochet és mtsai, 1991; Blenis,I991,i
Rapp és mtsai, 1988).

Sajnálatos módon a fosdatázok szerepének tiszázÁsa mind a mai napig meglehe-
tösen háttérbeszodtott a transzkripciós faktorok szabá|yozasának kutaásában. Az
általrinos feltételezes az, hogy a íoszfaámk kis sáma, és csekély szubsztrátspecifi-
citása kevés teret enged a srabályozasi folyamatoknak. Ennek az elöitéletnek meglehe-
tösen ellentmondanak a jun és a CREB viz-sgá|ata során kapott eredmények. A jun C-ter-
minális részlete igen gyorsan elveszíti foszfáttartalmát a sejt aktivációja sonín.
Mivel a régió foszforilációjáért felelós kinázok ftazein kináz II, glikogén slináz
knáz 3) aktívak, vagy aktiválódnak hasonló körülmények között, a fokozott defoszfori-
láció a foszfofehérje-foszfaáz 1 vagy 2A aktiválására vezptbető vissza (Thevenin és
mtsai, 1991; Hunter és Karin, 1992). A CREB cAMP-fiiggó aktivációját a
foszfofehé{e-foszfaáz 1 'tartja kordában'. Erdekes módon a foszfaáz inhibitor
fehérjéjét a cAMP-fiiggó kináz aktiválja, amely íly módon a CREB aktiválását foszfori-
lációjával és defoszforilációjának gátlásával egyaránt elösegíti (Karin és Smeal,
1992).

A transzkripciót a szevencia-specifikus transzkripciós faktorokon kívúl a
"TATA-box'-hoz kötó dltaldnos transzlcripciós falaorok és az RNS polimerdz II fosz-
forilációjával is szabályozni lehet. Az RNS polimeráz II-öt C-terminális részletének
foszforilációja segíti abban, hogy a starthely felismerése után a TFIID általános
transzkripciós faktorról ledisszociálva a transzkripció elongációs szakasába lépjen.
A foszforilációért felelös kináz jelenleg még nem ismeretes (Hunter és Karin, 1992).

Redox folyamatokon keresztül megvalósuló szabályoás
Az utóbbi években sámos transzkripciós faktorról sikerült kimutabri, hogy aktivi-

ásuk redukciójukkal, vagy oxidációjukkal szabá|yozható (5. ábl'ánt). A fos/jun ese-
tén egy 37 h,Da molekulatömegü, ref-l-nek nevezett fehérje vesz részt a heterodimer
egy-egy SH csoportjának redukciójában, ami a fosljun DNs-köt6désének aktiválásához
vezet (Abate és mtsai, 1990; Xanthoudakis és Curran, 1992). Az NFkB disszociációját
az inhibflq1 szerepet betöltö IkB-tól a citoszolbeli NFkB-ikB komplex oxiűciója is

Transzkripciós faktor írodalmi hivatkozás

progeszteron receptor (-)
glükokortikoid receptor (-)
TFIrIc (-)
íSGF3 (-)
oxyR (E. coü) (+)

fos/jun (-)
NFkB (+)

Silva és Cidlowski, ]_989
peleg és mtsaí| 1989
CromÜsh és Roeder, L989
Levy és mtsai| 1989
Storz és mtsai, L99o
Abate és ntsai, L99o
Toledano és Leonard, ]-991

5. áblánt Trarszkripciós faktorok aktivitásának srabályozása redox folyamatok-
kal A hasaáIt rövidítések: ISGF3 : interferon-alfa transzkripciós
faktor; OxyR : az E. Coli oxidatív stressz esetén aktiválódó transz-
kripciós faktora; a () jel arra utal, bogy az adott transzkripciós
faktor oxiűció hatására aktiviását elveszti
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elósegíti_(Toledano és Leonard, 1991; Schreck és mtsai, 1991). A transzkripciós fak-

torok redox szabályoás.ínak kíilönös jelentöséget kölcsönöz az a tény, hogy a redu-
kált glutation koncentrációja a sejtmagban a citoplazmáénál mintegy négyszerte maga-

sabb (Bellomo és mtsai, í992lb). A redukáló kömyezet segíhet a transzkripciós fakto-

rok aktiválásában, oxidatív stressz esetén pedig a nem hö-sokk fehérjékre irányuló
transzkripció 'elnémítása" tovább segítheti a h6-sokk fehérjék szelektív sz}ntézl-

sét. Régebbi megfigyelések szerint a sejtmag e redukáló környezetének fokozatos 'el-
romlása' szerepet játsáat az öregedés során fokozatosan bekövetkeó transzkripciós
válaszképtelenségben (Tas, 1978).

Transzlcripciós falaorok lölcsönhatásai más fehérj ékJ<cl

A transzJrripciós faktorok nem csak a DNS-sel lépnek kölcsönhatásba, hanem egymás-

sal és hisztonokkal is. E kölcsönhatások a szabáLyozÁs egy új szintjét jelentik,

ahol az egyedi fehérjék módosulásai egymást erósítve, vagy kioltva vezethetnek el a
transzkripcióra gyakorolt végleges haáshoz. E fehérje-fehérje kölcsönhatások szabá,

lyozó szsrepének néhány pélüját a 6. áblázatban mutatom be.

Transzkripciós faktorok kölcsönhatásai egymással

A transzkripciós faktorok elsóként megismert változatához hasonló, homológ fehér-
jéket eddig a legrészletesebben a fos és a jun esetén tanulmányozták. A fos, fosB,
fra-!, fra-Z és a jun, junR, junD fehérjék között jun-jun homodimerek és jun-fos

heterodimerek egyaránt képódhetnek. A lehetséges (meglehetösen nagysámú) variációk
elófordulási arányát alapvetöen az egyes homológok aktuális koncentrációjahaátozza
meg. A képódö termékek a DNS közel ugyanazon helyére kötnek, de DNS-kötó affiniá-
suk és transzaktiváló hatásuk ktilönböó (Curran és Franza, 1988; Kovary és Bravo,
1991; Karin és Smeal, 1992). A cAMP-válasz elemhez kötödö CREB fehérje kilenc ismert

homológ váItozata kődlt az egyik, a CREM kompetitív inhibitorként viselkedik (Hai és

Curran, 1991; Karin és Smeal, 1992). Hasonló homológ sorokat minden bizonnyal sámos
más transzkripciós faktor esetén is fel fognak támi a közeli jövöben.

A fos/jun heterodimer a 'cAMP-response element'-hez is kötni képes. Hasonlókép-
pen a cAMP-válaszert felelös DNS szakasáoz kötó CREB fehérjék a fos vagy jun fehér-
jékkel heterodimereket képezve a fos/jun kötöhelyéül szolgáló TPA-válaszért felelós
DNs szakasáoz is kötódhetnek. A különböó heterodimerek eltéró affinitásuk és

transzaktiváló ha&ísuk mellett (a tiszLín fos/jun változatokkal ellentétben)

DNS-kötésük specifrcitísában is kíilönböznek (MacGregor és mtsai, ],990; Hai és

Curran, 1991; Karin és Smeal, 1992; Masquilier és Sassone-Corsi, 1992). A fos/jun

heterodimer és a szteroid receptorok is képesek egymás DNS-kÖtésének kölcsönös gátlá-

sára (ld. bóvebben 2.2.4.2. fejeznt; Yang-Yen ép mtsai, 1990; Hass és mtsai, 1991).

A transzkripciós faktorok eddig feltírt kölcsönhaásai közül még a hó-sokk fak-

tor (HSF) hóhakísra bekövetkeá oligomeriációja és eza|tal DNS-kötésének átrendeÓ-
dése (Westwood és mtsai, 1991), valamint a szérum response faktor (SRF) kötöhelyéhez

asszociált mintegy 7 transzkripciós faktor kölcsönhatásai (Treisman, 1992) érdemel-

nek említést.

Transzkriociós faktorok kölcsönhaásai hisztonokkal
A nlugvó kromatin hisztonszerkezetének sámottevóen meg kell váltomia ehhoz,

hogy az adott génszakasz aktiválódjon. E változásokban a 18-19. oldalon említetteken
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kölcsönhatás Irodalmi hivatkozás

Transzkripciős takbrok
kö7c s ö nhatás ú e g ynás s aI
-- fos(fosBrfra-1_, fra-2) /

/junfiunB,junD)
-_ CREB/CREM
-- fos-jun/CREB
-- HSF oügomerizáciő
-- SRE-kötó fehérjék

Transz kripcie taktprok
kö7csönhatás ú hís z bnokka1
-- szteroid receptor/

/nukleoszóma
-- TFIIIA/hiszton H2A-H2B
-- GLL4lnukleoszóma
-- ||makro||-hiszton H2A

Transzkripciős fakfnrok
kö7csönhatásai nás fehfiékke7
Gátlófehérjék
-- NFkB/IkB
-- szteroid receptor/hsp9O
-- HSF/hsp7o
-- fos-jun/inhibitor (TP-]_)

-- c/EBP-B/ps3

Aküvátorok
-- NF-AT /28 kDa akÜvátor
-- fos/19 kDa aktivátor (FTP)
_- NF-kB/HMG1_

Curran és Franza, 1988
Karin és Srneal, L992
Hai é.s Curran, 1-991
lrlestwood és mtsai, L99I
Treisrnan, 7992

pina és mtsai, l99o
Hayes és Wolffe, 1.:992
Workmann és Kingstsn, 1992
Pehrson és Fried| t992

Lenardo és Baltimore, 1989
Pickard és Yamamoto, 1_987
Morimoto és mtsai| a992
Auwerx és Sassone-Corsi, L99L
Agoff és mtsai, ]_oos

Grane'l'li-Piperno és McHugh, ]-9!
Blanar és Rutter,1992
Thanos é_s Maniatis, 1_992

6. áblázat Transzkripciós faktorok 6 más fehérjék közötti kölcsönhaások szerepe
a sejbnag szabáIyozási folyamataiban Felhasznált rövidítések: fosB, fra,I, fra-2 :
fos homológ fehérjék; junB, junD : jun homológ fehérjék; CREB : ,cAMP response

element" kötó fehérje; CREM : CREB homológ fehérje; HSF : hó-sokk faktor; SRE :
(serum respon§e element) reguláló DNS-szakasz; TFIIIA : a III osztályba Ártozó álÁ-
lános transzklipciós faktor; GALzl : éleszt6 transzkripciós faktor; NFkB : nukleáris
faktor kappa B; IkB : az NFkB sejtmagba juását megakaűlyozí febéqei hsp : hó-sokk
fehérje; CiEBP_í} : CCAAT/enhancer-kötö fehérje-B; NF-AT : limfocita specifikus nukle-
áris faktor; p53 : antionkogén fehérje

túl a transzkripciós faktoroknak a kromatinnal való közvetlen kölcsönhatásai is sze-

repet játszanak (Grunstein, 1992). Pina és mtsai (1990), valamin1 Archer és mtsai
(1991) a szteroid receptorok nukleoszómákat lazító hatás.íról sámoltak be. Hasonló
folyamatokat észleltek a GAI-,I és a TFIIIA transzkripciós faktorok esetén is. A kompe-

tíció a H2A és H2B hisztonokkal általában erósebb, mint a DNS-hez szorosabban kötödó

H3-H4 dimerrel, ld. 9. ábra (Workmann és Kingston, 1992; Hayes és Wolffe, 1992).

Nemrégiben Pehrson és Fried (1992) egy leucin "cipzár" dimeriációs részletet is
tzrtalmaző 42 KDa-os 'óriás H2A hisztont' írt le, amely sámos transzkripciós faktor-

boz, így pl. a fos-jun-CREB család tagjaüoz is kótödhet.
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Transzkripciós faktorok kölcsönhaásai nrás fehériékkel
Eddig két olyan transzkripciós faktor, az NFkB és a szteroid receptor ismeretes,

amelyek bejuüísát a sejtmagba más 9i1952g|§eli fehérjékkel (az lkB-vel és a
hsp9O-nel) alkotott komplexük akaályoz.za meg (I-enardo és Baltimore, 1989; Pickard
és Yamamoto, L987; ld. részletesebben 10. ábra és 2.2.4.2. fejeznt). A hó-sokk fak-
tor, a fos/jun heterodimer és a C/EBP esetén pedig az inhibitor fehérjék (hsp70, egy

30-40 kDa-os gátlófehérje és a p53-as antionkogén) a faktorok DNs-kötödését akaŰ-
lyozzÁk meg (Morimoto és mtsai, 1992; Auwerx és Sassone-Corsi, 199l; Agoffés mtsai,

1993).

Nemrégiben a limfoci!ákra specifikus NF-AT transzkripciós faktort illetve a

fos-t aktiváló fehérjéket is feltártak. Az aktiválás pontos mechanizmusa egyelöre

nem ismeretes (Granelli-Piperno és McHugh, 1991; Blanar és Rutter, 1992). Thanos és

Maniatis (1992) nemrégiben a HMG I-es fehérjének az NF-kB transzkripciós faktor
DNS-hez való kötödését segító szerepéról sámoltak be.

2.1,.3.2. Szabályoás a DNS magasabb szerkezeti szintjein

A transzkripciós/replikációs folyamatok szabályozásában a DNS nukleosámák felet-
ti szprkezeti szintjei is részt vesznek. Aktív szerepiikre utal az a tény is, hogy a
transzkripciós faktoroknak e\ég az átírandó génszakasz végére kötniük abhoz,
hogy a nukleosámák sorozatos meglazulását igényló transzkripció az egész génen vé-
gighaladhasson.

Az egyes nukleoszómákat a Hl-es hiszton 'köti össze'. A Hl-es hiszton kötódése
erös kooperativiüíst mutat, így az irányított Hl-hiszton láncok kiépülése, illetve
felfeslése önmagában is a DNS nagyobb szakaszaira kiható esemény lehet. A Hl-es hisz-
tonnak sámos imformája, illetve poszt-transzlációs módosulata ismeretes, ezek szn,

lektív beepülése az egyes génszakaszokat kódoló DNS eltéró stabiliLísához vezetbet
(Zlatanova, í990).

Az Áterfáusú DNS magasabbrendü szerveádésére a nukleáris mátrixhoz kapcsoló-
dó, 50-100 kilobázis hossaíságú hurkok jellemáek (ld. 8. ábra). Az egyes hurkok
kiindulási pontjainál ('scaffold associated region" : SAR, vagy "matrix atiachment
region" : MAR) a Hl-es hisztonok preferált kötödése figyelhetó meg, így ezek a pon-

tok akár az egész hurokra kiterjedö Hl-es hiszton "kristályosodási góc'-ként is szol-
gálhatnak (Zlatanova, 1990).

A hurkok kiindulási pontjainál egy balmenetes Z-DNS formájában is stabil, kb. 50

bázispár hossaí poli(CA/GT) régió üalálható. Ez a régiő a Z- és B-DNS közti átalaku-

lással hozzíjárulhat a hurok egészére kiterjedó negatív felcsavarodottság növekedésé-
hez és eÁltal a hurokban lév6 gének aktiváló&ísához (Rich, 1983; ld. bóvebben 18.

old.).

A hurkokat a nukleáris mátrix-szal összekötö kiindulási régió a topoizomeráz II
enzimnek is preferált kötöhelye (Cockerill és Garrard, 1986; Jack és Eggert, 1992).
A topoizometáz Ií a DNS felcsavarodottságának egyik fő szabályozó enzime, amelyet
mind a fehérje kiláz C, mind a kazrla kináz II foszforiláció révén aktivál (Sahyoun

és mtsai, 1986; Cardenas és mtsai, L99Z). Ilyen módon eznk ajeláwiteli folyamatok-
ban részt vevö kinázok gének egész csapatát kódoló DNS hurkok egyidejü szabályozasa-
hoz járulhatnak hozza.
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Egyelóre keveset tudunk az egyes DNS hurkokat rögzítö nukle.íris mátrix szerepé-

röl a szabályozísi folyamatokban. A nuklaíris mátrix a laminok kétdimenziós rácsa-

ként képzelhetö el. A laminok keresztkötésében sámos lamin B-kötö fehérje részt

vesz, így az intermediális filamentumokhoz is kötódó plektin és egy 54-58 kDa-os, a

belsö nukle.íris membránban található lamin B receptor (Worman és mtsai, 1988;

Foisner és mtsai, 1991; Bailer és mtsai, 1991). A nukleáris membránhoz kötödÖ lamin

B-vel szemben a lamin A és C a lamin{fi5 hálózat DNS-hez kötéséért felelös (Yuan és

mtsai, 1991; Hakes és Berezney, 1991). Noha a lamináris srnrkeznt döntó része a sejt-

mag perifériáján helyezkedik el, a sejtmag finomszerkezetének feldedtésével párhuza-

mo§an a sejtmag belsejében lévó nuklqíris mítrix elemeket is kezdenek leírni
(Spector, 1990; Carter és mtsai, 1991; Brasch és ochs, 1992; Iack és Eggert, 1992),

A lamin A, B és C-ból álló struktúra legismertebb átalakulása az anafázis bevezn,
tó lépéseként, a cdc2 kináz haására bekövetkeó depolimeriációja (Peter és mtsai,

1990; Heald és McKeon, 1990). E mellett jónéhány olyan poszttranszlációs módosÍtlÍs

ismeretes, amely az interfózisú laminok polimeriációjának, kölcsönhak{sainak

szzbályozasára képes. A lamin A famezilcsoportot tartalman C-terminálisának elÖze-

tes eltávolíüísa nélkül a fehérje a nukleáris m.ítrixba való beepülésre képtelen

(Lutz és mtsai, 1992). A lamin B asszociációját pedig éppen ellenkeóleg a fehérje

famezi|ezése és metilezése segíti elö (Chelsky és mtsai, 1989; Kitten és Nigg,
1991). A fehérje knáz C a lamin B foszforilációjára képes (Hornbeck és mtsai, 1988;

Fields és mtsai, 1988), i]]zulin hatására pedig a lamin { és C foszforilációja követ_

kezik be (Friedman és Ken, 1988; Csermely és Kahn, 1992). Dessev és mtsai (1988) egy

specifikus, a nukleáris m,átrixhoz szoro§an kötödö fehé{e knázt írtak le, amely

ugyancsak részt vehet a laminok és receptoraik foszforilációjában. A lamin B recep-

tor cAMP_fiiggö foszforilációja erösíti (Appelbaum és mtsai, 1990), a plektin CAMP-,
vagy fehé{e kináz C-fiiggö foszforilációja pedig gyengíti (Foisner és mtsai, 1991) a

lamin B kötését.

Mindezen adatokat azza| őssznvetve, hogy a kiterjedt heterokromatinnal rendelke-

zö differenciált sejtekben a lamin A mennyisége felszaporodik (Hass és mtsai, 1990;

Yuan és mtsai, 1991; Kaufmann és mtsai, 1991; Kaufmann,1992) azakép rajzolódik
ki, hogy a lamin A és C felel6s a DNS esetleg részleges inaktiválással is egytittjáró

ötödleges, nhurkosn szerkezetének kialakíásáért, míg a lamin B a sejtmag alapstruk_

Earáját építi fel.

2.1,.3.3. Öröklödés a szabályozásban: a következó sejtciklusra át}aúzódő szabályo-
Zás 

3

A sejtosztó&ís a sejtmagbeli jeláWiteli folyamatok szempondából is kitiintetett

esemény a sejt életében, hiszen megszünik a sejtmag és így egy sor, addig a citoplaz-

mriba rekesztett fehérje közvetlen kapcsolatba kerülhet a DNS-sel. A kondenzílt kromo-
szoruík kialakulása, majd osztódás utíni dekondenzíciójuk és a sejtmag újraformálóŰ-
sa alkalmával a DNS szerkezetének többsz<jri, teljes átalakulása következik be, amely

bö alkalmat szolgáltathat a sejtnek arra, hogy az utódsejtek életét alapvetöen meg_

szabó változta&Ísokat hajtson végre, A sejtciklus s-G2_M fáúsában lejátsódó
hossaiLívú jelátviteli folyamatok kitíintetett szerepére utal, hogy a sejtek differen-
ciációja szinte kivétel nélkül csak több osztódási cikluson keresztiil válik te§es-

sé.
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Sajnos a DNS szerkezetének a sejtosztódáskor átörökrtett, illetve megváltozüa-
tott speciális jegyeiröl keveset tudunk. A DNS replikációja során az újonnan kialaku-
ló nukleoszomákban a jelenlévó nem-hiszton fehérjék (pl. HMG14, HMG17 és a transz-
kripciós. faktorok) koncentrációjuknak megfelelóen vehetnek részt. Adott állapohí
sejtben a DNS-ért "vetélkedö" fehérjekésdet, annxft kötödési specificit,ásával és
affini!ísával más és más lehet. E szerint az újonnan szintetiálódott, illetve az új
sejtmagban 'elhelyezkedett" DNS finomszerkezete, aktív helyei bizonyos mértékig ffigg-
nek a sejt összetételétöl a DNS szintézise, illetve a sejt osztódása során. Belátha-
tó, hogy ilyen módon az előzb sejtciklus 'szignál-állapota' (értsd: jelátvivó moleku-
láinak összessége) a DNS finomsznrkezntén keresztiil óröklödik a követkeó sejtciklus_
ra. Bizonyos gének aktiváltabbak, elérhetöbbek, más gének repressáltabbak lesznek
az új GI fázisban, mint ugyanazok a gének voltak az elóó sejtciklus Gl fázisában. E
"rövidávú" öröklödés a DNS szekvenciájától fiiggetlen és a sejt 'szignál-állapolí-
nak", mint a DNS-alapú örökl6dés melletti, a sejtgenerációkon változó tartalommal
továbbadható információnak a jelentóségére mulat rá.

A replikáció és a sejtosztódás során átépített DNS újonnan nyert szabályozó ele-
meire eddig jószerivel két példa ismeretes. Az ú,n. nsilencern repressáló DNS szaka_
szokat élesztóben felezték fel. Köós tulajdonságuk, hogy csak egy S fázison keresz-
tiilhaladva tudják kifejteni repressáv hatásukat minden bizonnyal azért, mert a hoz-
ájuk kötódó repressáló fehé{ék csak ekkor fudják elérni az adott DNS szakaszt
(Gross és Garrard, 1987). A m.ísik példa a re-replikációt meggátló, egyelóre közelebb-
ról nem ismeretes fehérje, amelynek eltávolítására csak a sejtosztódás alkalmrival
kerül sor (Alberts és mtsai, 1989; pp. 732-733).

A DNS magasabbrendü szerkezetének a replikáció és a sejtosztó&ís során bekövet_
kezb változasait természetesen nem szeretném úgy be.íllítani, hogy az új DNS-re "már
rá sem lehet ismerni'. Nyilvánvaló, hogy ilyen változísok feltételeáetöen csak a
DNS kis részleteire terjednek ki. Erre utal az is, hogy a DNS magasabbrendü szerkeze-
tét megörzó egész mechanizmus alakult ki az eukarióta sejtekben. A DNS metiláció-
jának az adott DNS szzkasz szupressziójában játszott szerepéröl már a 18. oldalon
volt sá. Eukarióákban egy 'fenntartó metiláz' nevü enzim az új DNS szá|on is meti-
leú amn CG párok cito"injait, amelyeknek megfelelö GC párok a régi szÁlon metile-
zett formában fordultak eló. Igy a metilezéssel szupressált szakaszok átírásának
gátlása az új sejtciklusban is biztosított (Razin és mtsai, í984; CeÁar, 1988).

A sejtmag DNS-ének --a housekeeping gének kivételével-- minden szegmense szinte
egyedi fontossággal bír. Igy aznk a fluktuációk, amelyek a lnilönbözö fehérjéknek az
ezr|.,hez a g6szakaszokhoz való kötódésében jelentkemek, jelentós változásokhoz ve-
zethetnek a követkeó sejtgenerációk életében. A sejtmag folyamatainak jelentós ré-
szére nem érvényes tebát a daltoni szemlélet, amely a molekuláris történéseket mak-
roszkópikus anyagmennyiségek egymásrahatrisából vezeti le. A sejtmagban a molekuláris
történések jelentós része egyedi és megismételhetetlen. Ilyenmódon vizsgálata is új
eszközöket igényel.
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2.2. Hó-sokk fehérjék lehetsQes szerepe a sejhnag
jelátviteli folyamataiban

2.2.L. Bevezntés: a hó-sokk fehérjék funkciója, felosztása

Definrciójuk szerint mindga olyan fehérjét hó-sokk fehérjének nevezünk, amelynek
szintézise a normálisnál magasabb hömérséklet, vagy más környezeti stressz (pl. lehű-
lés, anoxia, mérgezés, vírusfertözés, alkoholbevitel, nehézfémionok, szabadgyökök,
stb.) haására fokozódik. Ilyenkor a sejt a fehérjeszintézisét "átprogramo7zA", és a
normál állapotban szűtati7alódó fehérjék termelésének gátlásával párhuzamosan a
hó-sokk fehérjék szintézise ugrásszerüen megnó. A legtöbb hö-sokk fehé{e azonban a
sejt "nyugalmi" állapotában is sámottevö mennyiségben keletkezik, van jelen
(Lindquist, 1986; Welch, 1,992), Ez arra enged következtetni, hogy a hö-sokk fehé{ék
olyan alapvet6 funkciókat látnak el a sejt életében, amelyek a sejtet ért váratlan
behaás, károsodás esetén válnak lnilönösen fontossá. A hö-sokk fehé{ék fenti, laza
meghaározása az élő sejtek fehérjéiaek igen tág csoportját öleli fel. Mivel az ide-
brtozó fehérjék közül csak néhánynak a szerepe ismert pontosan, éppen ezért csopor-
tosításuk átmenetileg a molekulatömegük szerint történik. Igy "kis" (6-50 kDa), 60
kDa, 70 kDa és 90-100 kDa molekulatömegű hö-sokk fehé{e családokról beszelhetünk
(Lindquist és Craig, 1988; Schlessinger, 1990; Hubbard és Sander, 1991; Csermely és
Somogyi, í992; Gething és Sambrook, í992; Welch, L992). Az egyes h6-sokk fehérje
családok föbb tagjait és legfontosabb funkcióikat a'1, áblázatban foglalom össze.

Hö-sokk
fehérje
család

Fontosabb
t-agok

Funkció

6-50 kDa

60 kDa

70 kDa

90-]-10 kDa

ubikviün
hsplOJ groEs*
SecB] t }.,sp27, hsp47
dnaJ*,
hsp32
osteonekün

hsp 59,
c-hspqo, m-hsp60
gT oEL^, rubisco-BP

hsp70, dnaK*,
BiP

hsp90,

htpg*, 9tp94,
hsp].]-o

fehérjelebontás
hsp60 ATP-áZ aktivitás fokozása
f ehér-j ekonformáció kialakítása
hsp7O ATP-áz aktivitás fokozása
hem oxigenáz

szteroid receptor asszociált fe}rérje
fehérjekornp}exek asszociációjának

segítése, fehérjetranszport,];
fehér-jék helyes konforrnációjának

stabjtizálása, fehérj etranszport

szteroidreceptor DNS kötésének
gátlása, Tyr-kináz inaktiválás

fehérjék helyes konformációjának
stabi1 i zálása

7. áblázat Hö-sokk.fehérjék csoportosítása & föbb funkciói hsp : hó-sokk fe-
hé{e; 

*prokariOta 
nómotóg fehérje; m-, c-hsp60 : -mitochondriális

és citoplazmatikus hsp60;
je; grp : glükóz regulált

immunoglobulin nehéz lánc-kötó fehér-BiP :
fehéq'e
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Az alábbiakban a hó-sokk fehérjék funkcióit e csoportosítís szerint fogom röviden
áttekinteni.

Kis méret ú hó -s okk fehérj ék
ubikvitin

A kisméret0 stressz fehérjék csoportjának egyik legismertebb tagia a 6000-es
molekulatömegü ubikvitin, amely a sejt extralizosámális, ATP-fiiggó fehérjelebontó
rendszere számára kovalensen kötött állapotban megjelöli a hibás, részlegesen denatu-

rált, vagy "öreg" fehérjéket (Hersbko és Ciechanover, L992). Az ubikvitin mellett a

konjugációjáért felelös két enzim is hó-sokk fehét'e (Seufert és Jentsch, 1990).

Ujabban ubikvitin-konjugált fehérjék jelenlétét a lizoszómákban is sikenilt kimutat-
ni (Líszló és mtsai, 1990), ami az ubikvitin általános szerepére utalhat a sénilt
fehé{ék felismerésében.

hsp10. eroES
A hsp6O-nal együtt "gardedámocskának" (chaperonin) nevezett (Hemmingsen és

mtsai, 1988) hexamer szerkezettt mitochondriális/bakteriális hsplO/groES fehéq'ék a
hsp60/groEl ATP-áz aktivit,ását növelve, segítenek a sérült fehérjék konformációjának
helyraítlít ísában, illetve a fehérjék transzportjában a mitochondriális membránon
kereszttil (Hartman és mtsai, 1992). A hsp10 a hsp60 komplex központi rógiójához kö-
tódve részt vesz a "szubsztrát-fehét'e" megkötésében is (Bochkareva és Girshovich,
I99z).

SecB
A 16,6 kDa molekulatömegú Escherichia Coli molekuláris chaperone tetramerré

oligomeriálva segíti a fehérjék exportját az E. Coli plazmamembránján keresztíil
(Randall, 1992). Az ATP és a protongradiens energiáját felhasználó transzport során
a SecB fehérje az exportfehérjét a SecA ATP-áz a SecD, SecE, SecF és SecY membránfe-
hérjékkel alkotott komplexének adja át (Driessen, 1992).

hsp27
A hsp27 összefoglaló néven jelölt fehérjecsaládba sámos, 20 és 28 kDa közotti

fehérje tartozik. A szemlencsóben legnagyobb mértékben elóforduló krisztallint is
magába foglaló fehérjecsalád tagjai egymással nagyfolní szrrkezeti homológiát mutat-
nak, A lailönbözó hsp27 fehé{ék akár 100 tagú "oligo"-mereket is képeáetnek (Kato
és mtsai, 1992; Zantema és mtsai, 1992) és részt vesznek az öszírogén receptorhoz
kötódö hsp90-hsp7O-hsp59-hsp27 hö-sokk fehé{e komplexben is (Mendelsohn és mtsai,
1991). Az oligomerek hö-sokk, illefve a gazdasejtek rákos transzform.íciójának baásá-
ra disszociálnak (Zantema és mtsai, 1992). Az dfa-krisztallin más fehé{eaggregáru-
mok disszociációját is elösegíti, és így szerepet Játs7hat a szem|encse átlátszőságá-
nak megórzésében (Horwitz, 1992). A hsp27 részt vesz a simaizom-kontrakcióban (Bitar
és mtsai, 1991) és a mikrofilamentumok stabiliálásában hö-sokk esetén (Lavoie és

Landry, 1992).

A hsp27 fehérjék szinte mindegyike több helyen is foszforilálódik, foszforilált-
ságuk foka hó-sokk, interleukin-l, trombin, tumor promoterek, illetve tumor nekrózis
faktor hatására átmenetileg megnó (Guesdon és Saklatvale, I99I; Mendelsohn és mtsai,
1991; I-andry és mtsai, 1992; Shibanuma és mtsai, 1992). A foszforilációban a

ceMP-fiiggö fehérje kináz, a fehérje kináz C, az 36 ktnáz és egy másik MAP-kináz akti-
vált fehérje kináz szerepét tételezik fel (Gaestel és mtsai, 1991; I-andry és mtsai,
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1992; Benndorf és mtsai, 1992; Stokoe és mtsai, 1992), míg a defoszforilációban a

kalcineurin (kalcium-fiiggó fehérje foszfaáz 2B) játszik nagy szerepet (Gaestel és

mtsai, 1992). A foszforiláció/defoszforiláció szerepe ahsp27 saját magával és rnís
fehérj ékkel v a|ő aggregációj ában egyelöre nem ismeretes.

hsp32
A 32 kDa-os hem oxigenáz szintézise is sámottevöen nö hö-sokk, tumor promote-

rek, karcinogének és nehézfém ionok hatására (Shibahara és mtsai, 1987; Kageyama és

mtsai, 1988).

hsp47
A hsp47 a prokollagén molekulák aggregációját akadáIyozza meg a kollagént szekre-

táló sejtek endoplazmatikus retikulumában (Nakai és mtsai, 1992). A fehérje feltehe-
tóen komplexet képez a BiP (grp78), grp94 hö-sokk fehérjékkel és a diszulfid-izome-
ráz enziínmel. A szekreálódó prokollagén a szekrér,iós granulumok enyhén savas (pH
6.5) közege miatt válik le a hö-sokk fehérjék komplexéröl (Nakai és mtsai, 1992).

dnaJ
A bakteriális dnal fehé{e a hsplOArsp60/hsp70 E. Coli homológjaival, a

groES/groEl/dnaK fehérjékkel együtt vesz részt a sénilt konfornr,íciójú fehérjék "hely-
retekerésében" és a fehél'eszekrecióban. A hö-sokk fehérje komplexben a groES a

groEl, a dnal pedig a dnaK ATP-áz aktiviüísát növeli meg (Wild és mtsai, 1992;

Gragerov és mtsai, 1992). Mind élesztóben, mind hurrr.ín sejfuonalakban a dnal sámos
homológját tártík fel. A humán dna] az agyban felszaporodik (Cheetham és mtsai,
í992) és valószínüleg a hsp7O-nel kooperálva részt vesz mind az endoplazmatikus reti-
kulumba, mind a mitochondriumba, mind pedig a sejtmagba irányuló fehérjetranszport-
ban (Sadler és mtsai, 1989; Blumberg és Silver, I99I; Atencio és Yaffe, 1992).

osteonektin
Az osteonektin a csont- és porcszövet kialakulásában és átepülésében részt vevö

kalcium-kötö glikoprotein. Neri és munkatársai (1992) porcszöveti sejtek hö-sokk
kezelésekor sámottevö osteonektin sziltézist és szekréciót figyeltek meg. A jelen-

ség arra utal, hogy az osteonektin részt vehet az extracelluláris fehérjék konformá-
ciójának helyreállítísábarl a szÉfvezotet ért hö-sokk unín,

6O laa körüli hó-solck fehérjék
hsp59

A hsp59 egy 56-60 kDa molekulatömegű hó-sokk felr'é1e, amely a hsp7O-nel és a

hsp9O-nel komplexet képezve a nem transzformált szteroid receptorok részrt képeú
(Sanchez, 1990). A hsp59 m.ís hidrofób fehérjékhez hasonlóan az FK-506 és a rapamicin
immunoszupresszív szerek kötöfehérjéjeként viselkedik (Yem és mtsai, 1992; Tai és

mtsai, 1992). A fehérje kalmodulin- és ATP-kötö hellyel rendelkezik, valamint pepti-
dil-prolil izomeráz (roÁmáz) aktivitíssal bír (Lebeau és mtsai, 1992; Callebaut és

mtsai, 1992; Peattie és mtsai, 1992; Massol és mtsai, í992). Amn a kísérleti ta-
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pa§ztalaton kívül, hogy FK-506 és rapamicin hatására megnó a progeszteron és

antiprogeszteron kötödése a receptorához (Callebaut és mtsai, 1992) sajnos jelenleg
még nem tiszámtt, hogy a hsp59 hogyan vesz részt a szteroid receptor funkcióban,
milyen általános hó-sokk fehérje hatással bír és hogy mindezt az ATp, a kalmodulin,
yalamint az immunoszupresszív szerek hogyan befolyásolják.

m-hsp60. c-hsp60. groEl-. rubisco-BP
A 60 kDa molekulatömegú hö-sokk fehérjéknek sámos változata ismeretes. A

mitochondriális m-hsp60 fehé{én, az E.Coli groEl-en és a növényi
ribulóz-biszfoszfát-karboxiláz-oxigenáz-kötó fehérjén (rubisco-BP) kívül nemrégiben
a citoplazmában is felfedeztek egy hsp60 homológot (c-hsp60, t-komplex polipeptid 1,

TCPI; Trent és mtsai, 1991; Welch, 1992). Ez a citoplazmatikus hsp60 két molekula
hsp7O-nel és még hat eddig nem azonosított fehérjével egy 800-950 kDa-os komplexet
képez, amely ATP hatására látványos konformációváltoáson megy kereszhil (Lewis és

mtsai, 7992; Gao és mtsai, 1992). A komplex a béta-aktin és a tubulin
oligomeriációjában játszik segedkezó szerepet (Yaffe és mtsai, 1997; Gao és mtsai,
í992), valamint részt vehet a mitotikus orsó kialakí&ísában (Ursic és Cuthbertson,
1991). A reakcióban az asszociált fehérjék eleresztése itt is az ATP hidrolízise
révén valósul meg (Gao és mtsai, 1992), bár a groEl fehérje esetón ehhez nem
hidroliáló ATP-analóg, söt ADP is elegendönek bizonyult (Mizobata és mtsai, I99Z).
Érdekes módon Ikawa és Weinberg (1992) a --feltételeáetóen citoplazmatikus-- hsp60
és a p2l-Ha-ras asszociációját frgyelte meg. Az asszociáció oka és jelentósége
egyelöre nem tisztázott.

A citoplazmatikus hsp6O-hoz, a groBL-hez és a rubisco-BP-hez hasonlóan a

mitochondriális hsp60 is fóként a több alegységböl álló komplex fehórjék helyes
konformációjának megörzésébenikialakításában vesz részt (Hemmingsen és mtsai, 1988;
Ostermann és mtsai, 1989; Prasad és mtsai, 1990). A hsp60 fehérjék 14 alegységból
álló, hétfolni szimmetriával rendelkezö kettós gyürüvé oligomerizÁlnak. A reakció
helyes lezajlását a fehé{e autokatalitikus módon saját maga segíti (Lissin és

mtsai, 1990). Hó-sokk haására a groEl fehérje foszforilálódik, ami a hibás fehé{ék
kijavíásának turnover-ét fokozzz (Yu-Sherman és Goldberg, 1,992/b). Luis és

munkaársai (1990) szerint a mitochondriális Fr-ATP-áz alfa alegysége is a
hsp60 család tagja. Eredményeik megerösítéséról/továbbfejlesztéséról azóta az
irodalomban nem olvastam.

Az m-hsp60 a hsplO-zel komplexet képez, amely megnöveli az m-hsp60 ATP
hidrolízisének sebességét (Hartman és mtsai, L992). A sejtmagban kódolt
mitochondriális fehérjék importja során a mitochondriális hsp70 után a hsp1O/m-hsp60
komplex a fehérjék 'összeszerelésének második ütemét' végú e|. A hsp10/m-hsp60
müködésére krilönösen a több alegységból álló mitochondriális fehérjék helyes
konforrr.íciójának/asszociációjr{nak kialakítísához van szükség (lásd I|, ábra, 34.
old.; Manning-Krieg és mtsai, 1991; Welch, 1992),
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70 kDa körüli hó-sol<k fehérjék
hsp70. dnaK

A 70 kDa könili h6-sokk febérjék legfontosabb funkcióit a 8. áblázatban fogla-
lom össze. Költói túlá§sa| a áblázaton végigtekinfue azt mondhatjuk, hogy a hsp70
végigkiséri a fehérjék éIetét a bölcsötöl a sírig. A hsp70 a ribosámákhoz tapadva

tészt vesz a friss fehérjeláncnak az elongáció során való egyengetésében (Beckmann
és mtsai, 1990; Nelson és mtsai, 1992) és a félkész-kész fehéqének az endoplazmati-
kus retikulumba, a mitochondriumba, vagy a membránba való bejuttaLísában (Deshaies
és mtsai, 1988; Chirico és mtsai, 1988; Manning-Krieg és mtsai, 1991; Yalovsky és
mtsai, 1992). A mitochondriális fehé{'etranszport vázlatos mgcfoanizmusát a 11. ábrán

mutatom be. Látható, hogy a citoplazmatikus oldalon a c-hsp70, a mátrix felöl pedig
az m-hsp7O egyengeti a transzportálódó fehérje útját (és magát a fehérjét is). Egyes
feltételezések szerint az m-hsp7O (illetve endoplazmatikus retikulumban a BiP) "húz-
zA át" a transzporlílódó fehérjét a hozz*őtőtt ATP hidrolízisének energiáját fel-
haszrálva. A mitochondriumban az m-hsp7O a (különösen több alegységból álló) fehér-
jéket az m-hsp60/ hsp10 komplexnek adja át "utógondozásra". A c-hsp7O részt vesz az
endocitotikus vezikulák klatrinburkának 'szetszerelésében" (Rothman és Schmid,
1986), a sérült konforrrvíciójú fehérjék "kijavínísában" (Skowyra és mtsai, 1990) és

ha "javíthatatlanok", a "nemes haláIra", a proteolízisre való felkészítésükben is
(Chiang és mtsai, 1989; Yu-Sherman és Goldberg, í992Ia).

A hsp70 fehérjék ATP, GTP és az AppppA szerkezetü alarmon kötésére képesek
(Welch és Feramisco, 1985; Lewis és Pelham, 1985; Bochner és mtsai, i986), ATP ha!í-
sára a hsp70 eröteljes konform,ícióváltoáson megy keresztül (Liberek és mtsai, 1991;

Palleros és mtsai, 199í). Az ATP ezek után vagy a fehérje 199-es treoninon megvaló-

hsp70 funkció irodalmi hivatkozás

c-hsp70

c-hsp70/
/BiP
c-hsp70/
m-hsp70

ct-hsp70
c-hsp70
dnaK
c-hsp7o/
/dnaK

frissen szinteüzált fehérjék
helyes konforrnácíójának kiala-
kítása, elongációsegítés
fehérjetranszport az endoplaz-
maükus retikulumba

fehérjetranszport a mitochond-
riumba

fehérjék rnembránba,i'l'l g92|ésg
klatrin disszociáció
RNS poümeráz aktivátás
lebontandó fehérje prezentáLása

Beckmann és mtsai, ]-990
Nelson és ntsai, 1992

Deshaies és mtsai, ]-988
Chirico és ntsai, ]-9B8

Deshaies és mtsai, 1988
Manning-ICieg és ntsai,

199]-
Yalovsky és mtsaÍ, 1992
Rothman és schnid, 1986
Skowyra és mtsai, 1990
Chiang és ntsai, 1989

Yu-Sherman és Goldberg,
L992/a

8. áblázat A 70 kDa körüli hó-sokk fehérjék funkciói dnaK : E. Coli
hsp70; c- és m-hsp7O : citoplazmatikus és mitochondriális hsp70;
ct-hsp : kloroplaszt hsp70; BiP : immunoglobulin nehéz lánc-kötó fe-
hérje (grp78, hsp70 az endoplazmatikus retikulumban)

33



^fp§^

/_.í\: .: l,/ N§*\i+ űÉifu
§=-

hsp60
ATP -> ADP +P

íI. ábra A hsp70/dnal komplex r6zvétele a mitochondriumba irányuló fehérje-
transzportban (Welch, 1992; Nelson és mtsai, 1992; Boclrkareva és Girshovish, 1992;
valamint Cyr és mtsai, 1992 alapjr{n)

suló autofoszfoilációjára használódik fel, vagy hidrolízise zajlik le (Zylicz és

mtsai, 1983; McCarty és Walker, I99l). Az autofoszforiláció csak Ca-ATP jelenlétében

figyelhetó meg, magnézium nem befolyásolja (lrustek és mtsai, 1992). Mind az auto-
foszforiláció mind az ATP-áz aktiviüís a hömérséklet és a jelenlévö helytelen konfor-
mációjú fehérjék koncentrációjának növelésével ugrásszerűen emelkedik (Rieul és

mtsai, 1987; McCarty és Walker, 1992; Sadis és Hightower, 1992).

A hsp70 szerkezetének vízsgálata során kiderült, hogy az autofoszfoilációért a

variábilisabb C-termin{|ig domain, az ATP-kötésért és hidrolízisért pedig a meglehe-
tósen konzervatív N-terminális rész a felelós (Cegielska és Georgopoulos, 1989;
Milarski és Morimoto, 1989). Az N-terminális 44 kDa-os n ATP-áz" 3 dimenziós analíú-
se egy aktin- és hexokinázszerü, kettös lebenyból álló ATP-kötö helyet árt fel
(Flaherty és mtsai, 1990). .

Noha az általánosan elfogadott, bogy az ATP-áz aktivitás szükséges a hsp70 által
kötött fehé{ék eleresztéséhez, a fehérje autofoszforilációjának funkcionális jelen-
tösége nem teljesen tiszárrtt (Hubbard és Sander, 1991). Wada és munkatársai (1986)
szerint az E. Coli hsp70 homológ dnaK a dnal fehérjével részt vehet a Glu- és

thrjnNs-szinteáz enÁmek foszforilációjában, ami az enzim fehérje kináz akti-
viására utalhatna. Ezt a feltételezést azonban direkt foszforilációs kísérletekkel
eddig nem igazsltÁk.

c-hsp70
ATP -> ADP +P

m-hsp70
ATP -> ADP +P
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Annak ismeretében, hogy a hsp70 N-terminális részlete nagymértékben hasonlít az
aktinhoz (Flaherty és mtsai, 1990) nem meglepö, hogy a hsp70 extenzív oligomeriáció-
ra hajlamos. ATP kötésére azonban csak a monomer hsp70 képes (Palleros és mtsai,
1991; Kim és mtsai, 1992). A hsp70 ATP-áz aktiviüsát a dnal fehérje (és eukarióta
homológja) megnöveli ([.anger és mtsai, 1992; Cyr és mtsai, 1992), ami a két fehérje
in vivo kooperációjára enged következtetni. A dnaK prokarióta hsp70 homológhoz
egy grpE fehérje is tapad, amely a nukleotid kicserélödést gyorsítja meg (Ang és

mtsai, 1991). Véleményem szcrint csak idö kérdése, hogy a hsp7O-hez nagy affinit,ás-

sal tapadó ADP eleresztésétkaÁlizaló eukarióta grpE homológot felfedezzek. Yégezn-
tiil Clark és Brown (1986) a hsp70 tubulinnal, vimentinnel és kalmodulinnal történö

asszociációjáról sámolt be. A hsp70 e komplexeinek szerepét a fehérje funkciójában
még nem tiszázták.

Hasonló módon magyarázatraés további kutatásra várnak amk ajelenségek, ame-
lyek szerint a hsp70 mesterséges membránokon is "át tud húzni" fehérjéket (Alder és

mtsai, 1990), receptora az immunoszupresszív deoxy-spergualin-nak (Nadler és mtsai,
1992) és (a BiP-pel és a fehérje diszulfid-izomerázzal együtt) a sejtközitti térbe
is szekretálódik (Davis és mtsai, 1986; Takemoto és mtsai, 1992).

BiP
A BiP (immunoglobulin nehéz lánc kötó-fehérje, grp78) az endoplazmatikus retiku-

lum lumenében lévó, a hsp7O-nel nagyfohí szerkez.eti azonosságot mutató fehérje
(Munro és Pelham, 1986). A többi hsp7O-hez hasonlóan a BiP is köt ATP-t, Ca-ATP je-
lenlétében pedig ATP-áz és autofoszforilációs aktivi|íssal bír. Hasonlóképpen a BiP
is képes az oligomerizÁciőra, amelyet az ATP jelenléte gátol (Kassenbrock és Kelly,
1989; Leustek és mtsai, 1991; Carlino és mtsai, 1992). A BiP a 11. ábrán lévó
m-hsp7O-hez hasonlóan részt vesz az endoplaznatikus retikulumba kerüló fehérjék "be-

húásában" és "egyengetésében" (Rapoport, 1992), A folyamat ATP jelenlétét igényli,
amelyet speciális transzport mechanizmus juttat be az endoplazmatikus retikulum lume-
nébe (Domer és mtsai, 1990; Clairmont és mtsai, t992). A BiP-et mind defoszforiláci-
óval, mind a hozzÁtapadó ADP-ribóz részek elüívolításával aktiválni lehet (Freiden
és mtsai, 1992; Staddon és mtsai, 1992), Yégezptlú a BiP (a hsp90 analóg grp94-hez
hasonlóan) egy KDEL C{erminális szekvenciával rendelkezik, amely a Golgi-ból az
endoplazmatikus retikulumba való visszajutiaását tesÁ lehetóvé (I-odish, 1988).

9O l<Da körüli hö-sol<k fehérjék
hsp90

A 90 kDa molekulatömegú hó-sokk fehérje leginkább kivételesen nagy asszociációs
hajlamával tűnik ki a többi hó-sokk fehérje közül. A hsp9O-nel asszociáló fehé{éket
a9. áblázatban foglaltam össze. A hsp70 fehérjékhez hasonlóan a hsp90 is képes az
önasszociációra: alfa és béta izoformája homodimereket képez (Radanyi és mtsai,
1989; Minami és mtsai, 1991). Hómérsékletemelés és nem ionos detergensek hakísára a
hsp90 oligomeizzciőja zajlik le (I-anks, 1989). A fehérje a citoszolban a hsp59-cel
és a hsp70-nel együtt egy nagyobb komplex része (Perdew és Whitelaw, 1991).

A hsp90 kölcsönhaLísba lép mind a mikrofilamentális, mind pedig a mikrotubuláris
rendszerrel (Koyasu és mtsai, 1986; Sanchez és mtsai, 1988; Redmond-és mtsai, 1989).
A filamentáris aktinhoz a hsp90 1:5 mólarányban köt, a folyamat fúgg a hsp90-hez
kötódö kálciumtól és kalmodulintól (Nishida és mtsai, 1986).
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Asszociálódó fehérje Trodalni hivatkozás

Hó-sokk tehérlék
hsp90
hsp59, hsp70

FjJamentáLis fehéqék
akün
tubulin

Fehérje kínázok
Ser/Thr-kinázok
fehér-je kináz c
kazein kináz II

elF-2-alfa kináz

dsDNS-aktivált fehérje kináz

Trrr-kinázok
src (c-src: kevesebb komplex)
fps, yes (nérsékelt asszociácj_ó)

fes, fgr

Egyéb íehérlék
szteroid receptor

kalmodulin

Radanyi és rntsai, 1989; Lanks, t989
perdew és Whitela\^l, 1991

Koyasu és ntsai, ]_986 
rt

Sanchez é.s mtsai, 1988; Redmond és
mtsai, 1989

Lindquist és Craig, 1988
Dougherty és mtsai, 1987; Miyata és

Yahara, 1992
Rose és mtsai, 1987r, Matts és

Hurst, 1989
Lees-Miller és Anderson, 1989

oppernann és mtsai, 19B]-
Lipsich és mt-sai, 1982; Adkins és

mtsai, ]-982
Zieniecki, 1986; Ziemiecki és

mtsai, 1986

Sanchez és mtsai, J-985; Cate]]i és
mtsai, 1985

Nishida és mtsai, 1986

9. áblázat A hsp90 asszociációja más fehérjékkel Az egyes jelek a követkeó
vírusok tiroán knázaítjelölik: src : Rous sarcoma; fps : Fujinami,
PRC II sarcoma; yes : Yamaguchi sarcoma; gag, fes, fgr : feline
Sarcoma

a

A hsp90 kiilönösen nagy asszociációs hajlamot mutat a fehérje kinázokkal. A fehér-
je szerinitreonin és tirozin kinázokra gyakorolt haása eltérónek látszik: a hsp90
mind x2 eLF-Z-alfa kinázt, mind a kazein kináz II-ót aktiválja (Rose és mtsai, 1989;

Miyata és Yahara, 1992), ez.znl szemben az src és 
" 

1"5 1ilqzin kinázok aktiviüísa
csökken hsp90 haására (Brugge és mtsai, 1981; Courtneidge és Bishop, 1982;
Ziemierki, 1986). Az fus tirozin kináz aktivitása a hsp9O-ne| képzntt komplexben nem
változik (Adkins és mtsai, 1982).

A hsp90 ezen utóbbi haásai már funkciójának eddig feltárt elemeihez is e|vezrt-

nek. Egyrészt a hsp90 modulálja bizonyos fehérje kinázok aktivi&ísát, részt vehet

pl. a v-src 1il6zin kináz membránba épülésében (Courtneidge és Bishop, 1982). Más-
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részt asszociatív hajlamával megvedi a vele komplexet képzó fehérjéket a denaturáció-
tól (Miyata és Yahara, 1992; Wiech és mtsai, 1992). Harmadrészt pedig a szteroid
receptorral komplexet képezve részt vesz e nuklaíris receptor haásmechanizmusában.
A hsp90 ezen utóbbi hatísát a 2.2.4.2. fejez*tben fogom részletezni.

htpg. gm94

A hptg fehérje a hsp90 E. Coli homológia, amely az eukarióta hsp9O-hez hason-
lóan egy dimer strukhírájú foszfoprotein (Bardwell és Craig, 1987; Spence és
Georgopoulos, 1989). A grp 94 (endoplazmin) pedig a hsp90 endoplazmatikus retikulum-
ban elóforduló változata. A fehérje a BiP-hez hasonlóan köti a kálciumot és az ATP-|
és asszociál a félkész immunoglobulin láncokkal (Clairmont és mtsai, 1992; Melnick
és mtsai, 1992). A grp94 (vagy bizonyos változata) kőt az endoplazmatikus retikulum
membránjához, de membránbeli elhelyezkedése még nem kell6képpen tiszázntt
(Maz"arella és Green, 1987; Welch,1992). Ahluwalia és munkaársai (1992) egy 88
kDa-os, kálcium-kötö endoplazmatikus retikulumbeli chaperon-ról sámoltak be. Jelen-
leg még nem tisztázott, hogy az álüaluk megtalált fehérje milyen viszonyban áll a
grp94-gyel.

hsp110
A hsp110 két nukleotidkötóhellyel rendelkeó, a bakteriális ClpA/ClpB proteázok-

kal hasonlóságot mutató, 100 és 110 kDa közötti molekulatömegü hó-sokk fehérje
(Parsell és mtsai, 1991). A fehé{e a hsp9O-hez hasonlóan, kálcium és kalmodulin
segítségével az akt;n filamentumokhoz asszociál (Koyasu és mtsai, 1986; Koyasu és

mtsai, 1989).

Összefoglalva el lehet mondani, hogy a há-sokk fehérjék mintegy "gardedám'-ként
(chaperone-ként) viselkednek, más fehérjékhez hozzÁÁpadva, azokat a helyükre irá-
nyítva. A helytelen "viselkedésü" (conformációjú) fehérjéket megrendszabáLyozlÁk,
vagy a "parti"-ról proteolízis révén elávolíülík. A sérült fehérjék felismerésére a
felszínre került, hidrogénhidakat nem képező peptidkötéseik révén kerülhet sor,
"helyretekerésük" aminosavanként kb. 1 molekula ATP-t igényel (Hubbard és Sander,
1991).

A hó-sokk fehérjók eddig részletezett funkcióinak ismertetében érthetö, hogy
miért van e fehérjékre nagy szükség a sejtet ért stressz esetén. A sejtkárosodás
után mind a részlegesen denaturált fehérjék fokozott kiszürése, mind pedig a károso-
dást nem szenvedett fehérjék minél ggygfletesebb elosztása a sejt sámára alapvetö
feladat. Ugyancsak magyarázz*. e funkciók azt a tényt, hogy a miért vannak jelen a
hö-sokk fehérjék a nyugalmi állapohí, stresszmentes sejtben is olyan nagy mennyiség-
ben. A sénilt fehérjék javíása és eltávolí&ísa, valamint a sejt belsó membránjain
kereszhil haladó fehérjetranszport a sejt számára életének bármely fáasában nélkíi-
löáetetlen, alapvetö feladat.

2.2.2. 
^ 

sejfonag hó-sokk fehérjéi

A hö-sokk__fehérjék funkcióinak fenti összefoglalásából kiíünik, hogy kitíintetett
szerepük van a fehéq'eszerkezetek átalaklásában. Sámos tagiuk ATP-áz aktiviása
révén lehetóvé tesá, hogy a más strukhírába rendeód6 fehérjék elég energiát kapja-
nak a kedveótlen átmeneti állapofukon való "átlendülésre". Eunl párhuzamosan a
hö-sokk fehérjék megvédik a konformációváltó fehérjéket attól, hogy az átlakulásuk
során felszínrekerüló hidrofób részeik egymással kölcsönhaásba lépve aggregációt
okozzanak.
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Hö-sokk fehérje Irodalrni hivatkozás

foszfo-hsp27 (*)
alfa-B-kri52t61'l,i n (*)

hsp56

hsp70 (,t,n)

BiP
hsp90

9rP9a (*;
hsp110 (n)

Kim és mtsai, ]_sa4
Klemenz és ntsai, 1991; Voorter és

mtsai, 1992
Gasc és mtsai, 1990r, Ruff és mtsai,

a992
Pouchelet é_s mtsai, 1983; Welch és

Feramisco, L9B4
Lee és mtsai, 1984
Co]'lier és Schlessinger, 1986; Gasc

és mtsai, ]-990; Akner és mtsai,
L992

Welch és ntsai, tsal
Subjeck és mtsai, 1983

IO. áblrázat Hö-sokk fehérjék a sejhnagban A árójelbe tett "*' a hó-sokk
utáni nukleáris transzlokácíóra, az "n" a nukleoluszra, a sejtmagvacs-
kára utal

A sejtmag a 16. oldalon írottaknak megfelelöen a sejt legkompaktabb, legmagasab-

ban strukhírá|t részp. Ugyanakkor a DNS transzkripciója és replikációja során, a

sejtciklus krilönböz6 fázisaiban a sejtmag mikro- és makro-szerkezetében egyaránt

gyökeres váltoásokon megy keresztiil. Könnyen megjósolható lbelátbatő, hogy a moleku-

|áris "chaperone' (gardedám) aktivitíssal rendelkeó fehérjéknek (így a hö-sokk fe-

hérjéknek) a sejtmag szerkezeti átalakulásaiban mással nem pótolható, kitiintetett

szerepük van.

Hó-sokk haására több mint 50 különböó frissen santetizalt fehérje jelenik meg

a sejtmagban (Reiter és Penman, 1983; I_aszlo és mtsai, 1992). Ezek közül/mellett
jónéhány ismert hö-sokk fehérje képes a sejt alapállapotában, yagy a sejtet ért

§tressz esetén bejutni a sejtmagba. E fehérjéket a I0. áblázatban foglalom össze.

A hó-sokk fehérjék szinte minden fontos képviselöjét magában foglaló lista elle-

nére megdöbbentóen keveset tudunk a h6-sokk fehérjék lehetséges szerepéról a sejtmag-

ban. A két, sejtmagvacskában elöforduló hö-sokk fehérje, a hsp70 és a hsp110 részt

vehet a riboszómák "összeszerelésében' és transzportjában. Erre utal az is, hogy a

hsp70 ATP-fiiggó módon "ingázik" a citoplazma és a sejtmagvacska között (Lewis és

pelham, 1985). Ciavarra és munka&írsai (1992) a hsp70 srnrepét feltételezték a sejt-

magvacskában felszaporodó topoímmetáz I hó-sokk ut"íni reaktiválásában. A hsp70

ATP_fiiggó asszociációt mutat a p53-as nukleáris antionkogénnel is, amelynek feltéte-

leáetöen az aktíváciőjában játszik szerepet (Clarke és mtsai, 1988; Hupp és mtsai,

1992; Agoff és mtsai, 1993).

A hó-sokk fehé{ék egy további sejtmagbeli szerepére utalhat, hogy hökezelés,

vagy vírusfertózés esetén a sejtmagban aktin f,rlamentumok jelennek meg (Welch és

Suhan, 1985; Iida és mtsai, 1986; Volkman__és mtsai, 1,992). Az nukleáris aktinsálak
organizaciójában a prenilált prelamin A és lamin B vehet részt (Fenton és mtsai,

1992). Mivel mind a hsp90, mind hsp110 aktinkötö fehérje (Koyasu és mtsai, 1986), e

h6-sokk fehérjék részt vehetnek a nukleáris aktinsálak kialakíLísában, illetve azok-

ra üapadva a sejtmag szerkezetének átalakíásában a sejtet ért stressz esetén.
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A molekuláris 'chaperonok' (így a hó-sokk fehérjék) talán egyik leglátványosabb
szerepo a sejtmagok osztódás uáni összeszerelésében adódik. A kondenzílt kromatin
kitekerése, a |aminszerkezet felépülésének segítése, a nuklaíris pórusok, a sejtmag-
membrán alkotórészeinek egymásrata|álasa már nem csak garded.ími, de egyenesen kentö-
nói gyakorlatot követel. A nyolcvanas évek elejétól egyre több tanulmány látott nap-
világot, amely a transzkripciós- és transzport-tulajdonságait tekinwe ép sejtmag
"spontánn összoíllásával foglalkozott (Gerace és Blobel, 1980;.Lohka és Masui, 1983;
Forbes és mtsai, 1983; Burke és Gerace, 1986; Newmeyer és mtsai, 1986; Newport,
1987; Sheenan és mtsai, 1988). A nspontánn szó azonban megtévesztó, hiszen az össze-
szereló rendszerek legtöbbszir Xenopus oocita "extraktummal" dolgoztak, amely
--sok más mellett-- a hó-sokk fehérjéknek is gazdag árbáza. §zinte megdöbbentö,
hogy ebben a folyamatban a hö-sokk fehérjék szerepét még nem fedezték fel.

A hó-sokk fehérjéknek a sejtmag transzportfolyamataiban, a DNS replikációjában
és transzkripciójában játszott sznrepét @eleertve a hsp27lhsp59/ hsp7Oihsp90 komp-
lex szerepét a szteroid receptorok haásmechani"musában) a 2.2.3. és a 2.2.4, fejezn-
tekben fogom tárgyalrri.

2.2.3. Hö-sokk fehérjék szerepe a sejhnag trarszportfolyamataiban

Azok után, hogy 1988-ban bizonyítoták a hsp70 részvételét az endoplazmatikus
retikulumba, illetve a mitochondriumba irányuló fehérjetranszportban (1d. 11. ábra;
Deshaies és mtsai, 1988; Chirico és mtsai, 1988) igen kézenfekvó volt a feltétele-
zés, hogy a hsp70 részt vesz a sejtmagba irányuló fehérjetranszportban is. E feltéte-
lezes a|áámaszásáta Jeoung és munkaársai (1991) szolgáltatták az elsö konkrét
bizonyítékot azza|, hogy az SV40 T antigénjének egy nelrontott", a sejtmag helyett a
citoplazmában koncentrálódő vá|tozatat a hsp70-nel a magba lehetett juttatni. Shi és

Thomas (1992) ya|amint Imamoto és munkatársai (1992) pedig nemrégiben a sejtmagba
iránl,rrló fehé{etranszport gátlásáról sámoltak be a hsp70 kiüdtése uán, Az eukari-
óta dnal homológ a hsp70 ATP-áz aktiviását segítve feltételeáetóen részt vesz a
sejtmagba irányuló fehérje transzportban is (Sadler és mtsai, 1989; Blumberg és
Silver, 1991). Sámomra igen valószínünek látszik, hogy mind az endoplazmatikus reti-
kulum, mind a mitochondrium, mind pedig a sejtmag esetén a hsp7O/dnal komplex messze
lem az utolsó citoplazmatikus hó-sokk fehé4'e, amely részt vesz a transzportfolyamat-
ban. Igy nem kiárható egy nukleotid kicserélö grpE-homológ felfedezése és a nemrégi-
ben leírt citoplazmatikus hsp6O-komplex részvétele sem. Ez utóbbi feltételezes annál
is inkább y6l§5zínű, hiszen a citoplazmatikus hsp60 komplex (TCPI) nagy affinitíssal
bír az aktin iránt, amely a sejtmagba irányuló transzportfolyamatok aktív részese
(Schindler és Jiang, 1986; Gao és mtsai, 1992). A sejtmag felé (sejtmagba) irányuló
aktin trajektoriákat használhatják esetleg a hsp90 és a hsp110 aktin-kötö hó-sokk
fehérjék is. A hsp9O-aktin kölcsönhaások szerepét a szteroid receptorok szzllíásá-
ban a 2,2.4.2. fejezetben fogom érirrteni.

A sejtmag RNS transzportjában részvevö fehé{éket (nukleolin, numatrin, sejtmag
NTP-áz: a lamin A és C N-terminális 46 kDa fragmentuma; lásd 2. I.2.3. fejezrt) nem
szokák hó-sokk fehé{éknek nevemi. A 'szokák" itt, nem fogalmaásbeli pongyolaság,
hanem azt kívánja érzéke|tetlt, hogy elég nehéz eldönteni, hogy a sámtalan proteo-
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tikus fragmentumot is magában foglaló fenti három fehérje vajon benne van-e abban az
ötvenvalahány sejtmagbeli hö-sokk fehérjében, amelyet Reiter és Penman (1983), vala-
minf |652|6 és munkatársai (í992) megtaláltak.

Direkt bizonyíték hiányában is sámos jel uial arra, hogy a nukleolin, a numat-
rin és a lamin ,A'/g szintézisének szabályozÁsa a hó-sokk fehérjékével nagymértékben
azonos. A nukleolin, a lamin A/C és a hsp70 mRNS 5"int párhuzamo§an változik a sejt-
ciklusban, a májregenetáció és neuroblasztoma, valamint HL-60 sejtek differenciáció-
ja során (Lu és mtsai, 1988; Paulin-Levasseur és mtsai, 1989; Ohmori és mtsai, 1990;
Murakami és mtsai, I99I). A numatrin és a hsp70 együttes szintézise pedig a B és T
limfociník aktiválása során, valamint növekedési faktorok hatására figyelhetó meg
(Feuerstein és Mond, 1987; Feuerstein és mtsai, 1988; Ferris és mtsai; 1988; Ting és

mtsai, 1989; Spector és mtsai, 1989; Hansen és mtsai, 1991). Végezehil a nukleolin
élesztöben elöforduló homológja egyike azoknak a fehérjéknek, amelyek szintéáse
"hideg-sokk" haására megnó (Kondo és mtsai, 1992).

Szintézisük szabályozasál krvül a nukleolin (C23), a numatrin (B23) és a lamin {
és C (sejtmag NTP-áz) sámos m.ís tulajdonságukban is hasonlóságot mutatnak a hö-sokk
fehérjékkel. A fenti három fehérjének a hsp70-nel és hsp9O-nel való összehasonlítá-
sát az irodalmi hivatkoásokat is tartalmazó 1,I. áblázat tartalmazzz.

A nukleolin [aminosav: í41,-167, I88-2I3l, a numatrin [í20-132] és a hsp90

L229-Z55, 257-274l hosszabb, Glu és Asp részletekben gazÁag saví§ szekvencíát tartal-
maz, ame|y köztes szerinjei a fehérjék egyik leggyakrabban foszforilált oldalláncai.
Ez a nukleoplazmin-52916 fehérjerészlet részt vehet a kromatinszerkezet "ki- és bete-
kerésében' (ld. bövebben az 5.2.4. és a 6.3. fejezetekben).

Mind a lamin {/6, mind a hsp70, mind pedig a hsp90 kálcium és kalmodulin kötésé-
re képes. A kálcium és kalmodulin szerepet játszik e fehérjék asszociációjának, auto-
proteolízisének és ATP-vel való kölcsönhaásának szabályozísában. A nukleolin [amin6-
sav: 7-9, Z78-28O, 426-428, 456-458, 5í9-52L és 549-551] a hsp70 [137-139] és a
hsp90 [539-541] ATP-kötó GK(R)T(S) szekvenciát tartalmaz, a lamin A- és C-ról, vala-
mint a három hó-sokk fehérjéröl pedig kísérletes úton is sikenilt belátni, hogy képe-
sek az ATP kötésére (ld. 11. tablázat). A numatrin és a nukleolin nukleinsav kötö
hellyel rendelkezik, amely szerkezeti és funkcionális hasonlóságot mutat az ATP-kötö
helyekkel (Feuerstein és mtsai, 1990; Olson és mtsai, 1983; Bugler és mtsai, 1987).
A lamin A és C N-terminális fragmentuma, a hsp60 és a hsp70 ATP-ázként viselke,dik; a
nukleolin, a hsp70 és a hsp90 autoproteolízisre képes. A lamint egy szorosan asszoci-
ált Ca-fiiggó szerin proteáz hasítja el. A nukleolin kivételével mindegyik fehérje
oligomeriációjátleítiak már, a nukleolin, a hsp70 és a hsp90 képes a nukleáris
lokaliációs szignál megkötésére. A nukleolin és a numatrin részt vesz a kromatin
kondenációs és dekondenzációs folyamataiban és így a hö-sokk fehérjékéhez hasonló
molekuláris chaperone-ként működik.
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IÁtbatő tehát, hogy a nukleolin, numatrin, a lamin A és C §ámos tulajdonságuk-
ban megegyeaek a hö-sokk fehérjék egymáshoz is hasonló három legfontosabb képviselö-
jével, a hsp6O-nal, a hsp70-nel és a hsp9O-nel. A bemutatott, meglepöen szeleskörü
azonosságok alapján nem csak azkézpnfekyö, hogy a sejtmag RNS transzportjában részt
vevö nukleolint és numatrint, valamint az e mellett még transzkripció szerkezeti
szabályozasában is szerepet játszó lamin A-t és C-t molekuláris chaperone-ként
tekintsük, hanem felmerül annak az esélye, hogy a 1I. ábl'ázat kérdöjelei mentén az
analógia tovább bóvíthetó. Igy érdemes vizsgálatokat folytatni a hsp70 esetleges

szerepére a kromatin kondenzációs folyamataiban, kísérletet tenni a nukleolin, a

numatrin és a hsp60 kálcium- és kalmodulinkötésének feldedtésére, vizsgálrri a

nukleolin és a numatrin esetleges ATP-áz aktiviását, a numatrin és a hsp60
autoproteolízisét, a nukleolin oligomerizacióját és a numatrin, a lamin A és C,
valamint a hsp60 szerepét a sejtmagba irtínyuló fehérjetranszportban.

2.2.4. Hő-sokk fehérjék sz€repe a replikációban és a trarrszkripcióban

2.2.4.1. Hö-sokk fehérjék a replikációban

prokarióták
A prokarióta DNS polimeráz III holoenzip teljes aktivitását csak sámos más fe-

hérjével komplexet képezve nyeri el. A vezetö ós a követö sálon működó DNS polime-
ráz III-nak a hélix destabiliáló fehérjékkel, a rep és a dnaB helikázokkal, a dnaC
fehérjével, a dnaG pimázzzl, DNA girázzal és sámos más polipeptiddel képzett komp-
lexét repliszómának hrvjuk (Rawn, 1989; pp. 707-726). Könnyen belátható, hogy a kb.
1,6 mega-Dalton molekulatömegü replisóma kialakulása bö terepet kínál a molekuláris
chaperonok (bakteriális hö-sokk fehérjék) müködéséhez.

A bakteriális (E. Coli) genom replikációja a dnaA fehérje tetramerjeinek az
oriC kezdószakaszhoz való kötódésével indul. A dnaA fehérje a baktériumban fosz-
folipidekkel képzntt aggregátum formájában Lírolódik. Az aggregátumból a tetramerré
összeálló, replikációban aktív dnaA monomer felszabadulása vagy foszfolipáz
An-vel, vagy a dnaK hó-sokk fehérjóvel érhetö el (Hwang és mtsai, 1990). A
díaK/dnal hó-sokk fehérjék segítségét a repA be|káz inaktív, dimer alakjából az
aktív, monomer formába való átalakulásában is bizonyítoták (Wickner és mtsai,
1,99I).

Kísérletes rendszerekben a bakteriális genom mellett leggyakrabban a lambda bak- '
teriofág, valamint a Pl és F plazmidok replikációjának mechanizmusát vizsgálák. E
vizsgálatokból kitünt, hogy dnaK/dnaJlgrpB hö-sokk fehérje komplex együttes haása
szükséges a dnaB bel*áz disszociációjához a lambda fág replikációjának startpontjá-
hoz kötódö lamda-O/P komplextöl. A disszociáció révén a helikáz aktiválódik és a
replikáció megindul (Alfano és McMacken, 1989/a,b; Zy|icz és mtsai, 1989).

Minden bizonnyal a közeli jövöben a bakteriális hó-sokk fehérjéknek (így a dnaK/-
dnal/grpE komplexen klvül a groEl/groES komplexnek is) sámos más hatását sikenil
felfedezri a replisáma összeállásának és átalakulásainak segítésében.
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Eukarióák
Az eukarióta replikáció szerkezetileg két alapvetö vonásában kíilönbözik a proka-

rióákban megfigyelhetö folyamattól. Az egytk, hogy az eukarióta DNS nem "pucér",
hanem hisztonokkal összetapadva nukleoszómákat képez. A m.ísik alapvet6 ktilönbség,
hogy az eukarióta DNS egy magasan szoíve7ott rendszerben, a sejtmagban &írolódik,
ahol az egyes kölcsönhaások korántsem olyan véletlenszerüen mennek végbe, mint a
térbelileg jóval rendezetlenebb prokarióta citoplazuuíban. A DNS térbeli rendezett-

ségének e növekedése csökkentheti a hö-sokk fehérjék (molekuláris chaperon-ok) múkö-
dése inínti igényt az eukarióta replikáció során. Ugyanakkor a nukleosámákba reude-

zptt sz.erkezpt a DNS kicsavargatásával, a hisztonok az iniciációs helyröl való e|á-
volításával, majd a replikáció után a hisztonok visszahelyezésével és a DNS becsavar-
gatásával új feladatokat háút a sejtmag molekuláris chaperon-jaira.

Az eukarióta DNS replikációjának mechanizmusáról viszonylag keveset tudunk
(Alberts és mtsai, 1989; Darnell és mtsai, 1990; Thörnmes és Hübscher, 1990; Jindal
és mtsai, 1991). Csak a dnaA fehérléhez hasonló "kezdö-komplex" kb. egy éwel ezelőt-
ti felfedezese (Bell és Stillman, 1992) után vált lehetövé, hogy az eukarióta DNS
replikációnak az SV40 virális DNS replikációjához hasonló in vitro modellrendsze-
rét megalkossák. Az egyes fehérjék összetapaűsának mechanizmusát (és ebben a

hó-sokk fehérjék esetleges szerepét) tiszázó munka --gondolom-- jelenleg folyik.

A nukleosánrák magját képezö hiszton oktamert legalább részben el kell ávo|íta-
ni ahhoz, hogy a replikáció azadott DNS szakaszon megindulhasson (Ishimi,1992), az
újonnan keletkezett két DNS snlat peÁíg nukleosómákba kell "csomagolni". A két
folyamat köz'jl az utóbbit, a kromatin "összqíllását" (assembly) tanulmányozták rész-
letesen, Ennek nem a területen dolgozó kutatók személyes szimpátiája az oka, hanem
egyrészt az, hogy kölcsönhaLisuk eróssége miatt a hisztonokat a DNS-röl fiziológiás
körülmények között eltávolítani nem lehet, Igy arról is vita folyik, hogy mennyire
szükséges a hisztonok leválaszása a DNS replikációjához. Igy jelenleg "duplán" fel-
tételezÉs, hogy a kromatin összeállásában segédkeó -alább résileterptt-- molekulá-
ris chaperon-ok a replikáció elökészítóiként a hisztonok átmeneti leválasztásában is
szerepet játszanak (Dilworth és Dingwall, 1988; I-askey és mtsai, 1989).

nNascens" DNS-t HzA,H2B, H3 és H4 hiszton 1:1 arányú elegyével 0.8 M-os
NaCl-nál töményebb sóoldatban elkeverve, majd az oldatot lassan, gondosan dializalva
a nukleoszóma szprkezpt megalkotható. Izotóniás oldatban azonban a hisztonok irrever-
zibilis aggregációja következik be (Stein, 1989). Fiziológiás körülmények közott
tehát sztikség van egy olyan katalizatorra (hiszton-karrier-re), amely a hisztonok
aggregáciőját meggátolva, segíti asszociációjukat;a DNS-sel. A nukleoszomák kialaku-
lását segítö, eddig leírt molekulákat a 12. áblázatban foglalom össze. A molekulá-
kat összehasonlíwa megállapítható, hogy kivétel nélkül rövidebb-hosszabb savas szek-
venciát tartalmaznak, amely segít a bázikus hisztonok megkötésében (Dingwall és

mtsai, 1987; Burglin és mtsai, 1987; Ishimi és Kikuchi, 1991; Schmidt-Zachmann és

mtsai, 1987; Walker és mtsai, 1980; Kleinschmidt és mtsai, 1986).
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Nukleos z óna-kialakulást
segító molekula

Irodalmi hivatkozásMs
(kDa)

Nuk7eop7azmin,szerű
mo7ekuLák
nukleoplazmin
NAP-I
nukleoplazmin S
cAF-I

numatrin (B23)

Má.s mo7eku7ák
N]-/N2
HMG]-
RNS, poÜ-Glu

29
58
4o

I5o,62,60,
58,50
38

Laskey és rntsai, L978
Tshimi és mtsai| 1984
Cotten és Chalkey, L987
Srnith és stillnan, J-989

schrnidt-zachrnann
és rntsai t L987

K]einschmidt és Franke, L982
Bonne-Andrea és rntsai I a984
Nelson és mtsai, 198]-

]_05/]_]_0
zó

12. áblázat A nukleoszómák kiatakulását segítö molekulák vázlatos összefogla-
lása Ms : a monomer molekula molekulatömege; NAP-I : nukleosá-
ma assembly protein I; nukleoplazmin S : szomatikus nukleoplaz-
min; CAF-I : humán kromatin assembly faktor-I; Nl/N2 : hiszton-
szAllítő fehérj ék Xenop us oociákban

A leginkább tanulmányozott xenopus oocitákban az Nl/N2 fehérjéhez kötött

hiszton-H3/H4 dimer asszociál elóször a "nascens" DNS-sel, majd a nukleoplazminhq7
kötött H2A/H2B követi. Xenopus oociták esetén a folyamatban a HMG1 részvétele

nem valószínű. (Kleinschmidt és mtsai, 1985; Dilworth és mtsai, 1987; Kleinschmidt
és mtsai, 1990). A nukleoplazmin sznrepét a topoizomerází is átváI|alhatja (Zucker

és Worcel, 1990), a folyamat feltehetóen hasonlóan zajlik le szomatikus sejtekben is
(Ishimi és mtsai, 1987),

A nukleoszóm,ík kialakulásrának szabályozÁsáról viszonylag keveset tudunk. A nuk-
leoplazmin foszforilációja a fehérle aktiválódásához vezet (Cotten és mtsai, 1986).

A szomatikus nukleoplazmin is foszfofehérje (Cotten és Chalkey, 1987), a cdcL klnáz
leválasztja a HMG-l-es fehé4ét a DNS-ról (Reeves és mtsai, 1991), és a numatrin is
foszforilálódi|q mind a cdc} kináz, mind pedig inzulin haására (Feuerstein, 1991;

Feuerstein és Randazzo, 1991). Ezen utóbbi folyamatok hatása a fehérjék molekuláris
chaperone szsrepére azonban még nem tiszámtt.

2.2.4.2. Hö-sokk fehérjék a transzkripcióban - transzkripció hö-sokk
esetén, magreceptorok

Annak ellenére, hogy a transzkripció mind prokarióákban, mind eukarióák-
ban a replikációboz hasonlóan bonyolult fehérjekomplexek összeállását és

disszociációját igényli, érdekes módon eddig még egyetlen hö-sokk fehé{e,
illewe sejtmagbeli molekuláris chaperone általános hatását sem írták le a
folyamatban (Sawadogo és Sentenac, 1990; Georgopoulos, í992). Ez a helyz.et
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minden bizonnyal rövid idön belül változri fog. A sejtmagbeli molekuláris chaperonok
"konformációegyengetö', fehé{ekomplex nösszetereló' szerepére minden bizonnyal mind
az á|Áláaos, mind 6 génspecifikus transzkripciós faktorok esetén szükség van. Jelen-
leg a hö-sokk fehé{ék részvétele csak két specifikusabb transzkripciós folyamatban,
a hö-sokk által kiváltott génexpresszióban és a magreceptorok hatásmechanizmusában
bizonyított. Az alábbiakban ezek rövid ismertetésével fogok foglalkozni.

Transzkripció hö-sokk esetén prokariótákban
Hö-sokk esetén a prokarióta RNS polimeráz a szokásos 70 kDa-os szigma faktor

helyett egy 32 kDa-os szigma faktorral képez komplexet, amely az enzimet a hö-sokk
fehérjéket kódoló génszakaszokhoz irányítja. Norm.íl körülmények közótt a 32 kDa-os
szigma faktor a dnaK/dnal/grpE hö-sokk fehérje komplex-szel asszociáltan fordul elö.
Ilyen állapotban a 32 kDa-os szigma komplex igen instabil, féléletideje kb. 1 perc.
Hö-sokk haására azonban a dnaK/dnaJ/grpE komplex a sérült fehérjék kijavíására
kötödik le, így a 32 kDa-os szigma faktor szabadon marad, stabilitása és eÁltal
koncentrációja megnö. Mivel a 70 kDa-os szigma faktor is egy hó-sokk fehérje, bizo-
nyos idö elteltével eredményes kompetitorává válhat a 32 kDa-os ságma faktomak,
visszaállítva a "nornál" fehérjék szintézisét (Tilly és mtsai, 1989; Straus és

mtsai, 1990; Georgopoulos, 1992).

Transzkripció hö-sokk esetén eukarióákban
Eukariótákban a hö-sokk felré{éket kódoló gének expresszióját a hó-sokk faktor

(HSF) indítja el. "Normál' sejtekben a 32 kDa-os prokarióta szigma faktorhoz hasonló-
an a HSF a hsp7O-hez kötött állapotban fordul elö. A hsp70 (esetleg a dnal és grpE
fehérjék eukarióta homológjaival közösen) meggátolja, hogy a HSF a sejtmagba jusson
és kössön a DNS-hez (Craig és Gross, 1991; Morimoto és mtsai, t992; Abravaya és

mtsai, 1992; Beckmann és mtsai, 1992; Baler és mtsai, 1992). A HSF "eleresztése' és

aktivációja még nem teljesen tíszázott folyamatok alapján megy végbe. Az akttváciő
során a HSF konform,ícíóváltozása, oligo(tri)merizaciója és foszforilációja figyelhe-
tó meg (Zimarino és mtsai, 1990; Westwood és mtsai, 199l,; Rabinrdan és mtsai, 1993;
Sorger és mtsai, 1987; Sorger és Pelham, 1988). A fehérje konformációváltozÁsa
hypoxia, pH váltoás, nemionos detergensek és kálcium haására is bekövetkezik
(Benjamin és mtsai, 1990; Mossler és mtsai, 1990).

A magreceptorok haásának mechaniznusa
A szteroid receptorok genetikai családja

A szteroid receptorok eddig feldedtett genetikai családjába a tényleges sztero-
id receptorokon (glükokortikoid, mirreralokortikoid, androgén, progeszteron, ösztradi-
ol) krvril a D vitamin receptor, a tiroid hormon receptor, a v-erbA onkogén, a retino-
id receptor, a csirke ovalbumin nupstream promoter", a rovarokban található ekdizon
receptor és még vagy húsz kevésbé feldedtett fehérje tartozik (Evans, 1988;
O'Malley, 1990; Amero és mtsai, 1992). Az aril-hidrokarbon receptor --ennak ellené-
re, hogy hó-sokk fehérjékkel a szteroid receptorokhoz hasonlóan komplexet képez- a
szteroid receptoroktól genetikailag különbözik (Burbach és mtsai, 1992). A'széleseb-
ben vett" szteroid receptorok közös vonása, hogy a DNS-hez két 'cink-ujj"-jal köt6d-
nek (Evans, 1988; Amero és mtsai, 1992). Mivel a szorosan vett szteroid receptorokon
krüil a többi magreceptor nem, vagy nem közelebbröl nem tíszázstt módon köt hó-sokk
fehérjéket, a továbbiakban csak a "szoro§an" vett szteroid receptorokkal fogok fog-
lalkozni.
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A hsp27 /hsp 5 9 /hs p70 /hsp90 komplex lötódés e a sztero id receptorol<hoz
4 sz|eroid receptorok transzkripciójuk során, a hsp90 átgyalásánál a 35-36.

oldalon már említett, citoszolbeli (hsp27)/hsp59/hsp7O/hsp90 komplex-szel asszsciál-
nak (Sanchez és mtsai, 1985; Dalman és mtsai, 1989; Sanchez és mtsai, 1990/a; Rexin
és mlsai, 1991). A 23-27 lr,Da-os fehérjéröl nemrég láták be hogy az ösztrogén recep-
tor-komplex tészrként azono§ absp27-tel (Mendelsohn és mtsai, 1991), de a citoszol-
beli hsp59/hsp7O/hsp9O komplex-ben való réswétele még nem tiszázptt. A szteroid
receptorral a hsp90 dimer és a hsp70 lép közvetlen kölcsönhatásba, a hsp59 a
hsp90-en keresztül vesz részt a kötésben (Denis és mtsai, 1987; Kost és mtsai, 1989;

Renoir és mtsai, 1,99Ola), A hsp90 dimer mind a szteroid receptorban, mind a citoszol-
ban azonos arányban tarta|maua az a|fa és a béta hsp90 izoformát, a7Az a receptor
"nem válogat" (Mendel és Orti, 1988). A szteroid receptor komplex-szel a hö-sokk
fehérjéken kívül még sámos mís fehéde is asszociál, így 1,4, 38 és 50 kDa molekula-
tömegű fehérjék kötódését figyelték meg (Rexin és mtsai, 1991; Alexis és mtsai,
1992). Az 50 kDa-os fehét'e a hsp90/v-src komplexnek is része (Pratt és mtsai,
1992). Az eddig azonosítatlan fehérjék könil lehet, hogy egyik-m.ísik a hsp70 aktivi-
tását növelö eukarióta dnal, vagy grpE homológ, illetve a mindhárom azonosított
hó-sokk fehérjével komplexet képó kalmodulin, aktin, vagy tubulin (ld. 2.2.1,. feje-
zet). Az is megeshetik, hogy a kisebb molekulatömegű fehérjék egyike-másika a szte-

roidreceptor, vagy a hozzÁ kapcsolódó hó-sokk fehérjék limitált proteolízise révén
keletkezik.

Az aril-hidrokarbon receptor kiilönbözik a szteroid receptoroktól, ugyanis a

hsp9O monomer-en luvül (a többi hö-sokk fehérje helyett) egy 87 kDa-os ú.n. nuk-
leáris transzlokátor fehérjét tartalmaz, amivel a receptor ligandum kötó alegysége
egy hélix-hajt0-hélix részletet kialaKtva képessé válik a DNS-hez való kötésre
(Reyes és mtsai, 1992).

A hsp90 és a hsp70 kötésében a gliikokortikoid és a progeszteron receptor
hormon-kötö régiójának több, eléggé diffiiz szegmense vesz részt (Pratt és mtsai,
1988; Schowalter és mtsai, 1991). Az ösztrogén receptor esetén a hsp90 kötéséhez a
hormonkötö régió mellett a receptor nuklaíris lokaliációs szignálját Ártalmazó
rövid részlet is szükséges (Chambraud és mtsai, 1990).

A hö-sol* fehérjék lehetséges szerepe a szteroid receptorok alaivdldsóban
A hó-sokk fehérjéknek a szteroid receptorok aktiválásában játszott §zerepe ína

sem tisztázott teljesen. A hö-sokk fehérjék részt vehetnek/vesznek
-- a szteroid receptorok DNS-kötóhelyének elfedésében;
-- a szteroid receptorok bejuttatísában a sejtmagba;
-- a nagy affinitású szteroidkötóhely kialakításában;
-- a szteroid receptor a DNS-hez való kötéséhez szükséges instabil konform"áció-

jának megörzésében.

A szteroidreceptorok haűsmechanizmusa megértésének kulcslépése volt, amikor a
hsp9O-nel való asszociációjuk felfedezése után több laboratóriumban szellemes mód-
§zerekkel bebizonyítoták, hogy szteroidhormon hatására a hsp90 disszociál és az
"apo"-receptor a DNS-kötésre alkalmassá válik (Groyer és mtsai, 1987; Denis és
mtsai, 1988; Pickard és mtsai, 1988). A h6-sokk fehérjék azonban nem csupán'maszkí-
rozó szrrepet töltenek be. Picard és munkaársai (1990) olyan éleszt6be ültettek be
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szteroidreceptorokat, amelyben a hsp90 szint a normálisnak kb. 1l2}-a volt. A hsp90
mentes receptorok lényegesen lecsökkent transzkripciós hatása a hö-sokk fehérjéknek
a receptorokat aktiváló szerepér6l tanúskodott.

A szteroidreceptorok hö-sokk fehérjékkel asszociált 'holo' formájuk sejten belü-
li elhelyezkedése szerint és a hó-sokk fehérjéknek a szteroidkötöhely 'megteremtésé-
ben" játszott szerepe szerint két osztályba sorolhatók (Pratt, 1990). A glükokortiko-
id és a mineralokortikoid receptorok holo-form,ájrinak lokaliációja nem teljesen tisz-
ámtt. Izn|álás során e receptorok a citoszolban dúsulnak fel, de több jel utal
arra, hogy in vivo laza kötésben a sejtmagon belül helyezkednek el (Renoir és

mtsai, 1990/b; Sanchez és mtsai, 1990/b). ATP depléciő batására, vagy hö-sokk után a

holo-glükokortikoid receptor egyértelműen a sejtmagba vándorol (Mendel és msai,
1986; Sanchez, 1992). E kísérletek is közvetetten az ATP-kötö hö-sokk fehérjék szere-

pét Límaszdák alá a receptorok sejtmagba juttaásában. A progeszteron, ösztradiol
és androgén receptorok hö-sokk fehérjékkel asszociált holo-alakja egyértelmüen a

sejtmaggal asszociál (Pratt, 1990).

A szteroidreceptorokban két nukle.íris lokaliációs szignál (NLS) találhatő. Az
egyik a második "cink-ujj" tövénél helyezkedik el, a másik pedig a szteroidkötö régi-
ő rész.et képezi (Pickard és Yamamoto, 1987). A szteroidkötö helyen lévö NLS "darabok-
ból'épül fel a szteroid kötése és a hsp90 ávozása után. A "cink-ujj " melletti,
ú.n. konstitutív NLS-t a hormonköt6-domain a glükokortikoid és a mineralokortikoid
holo-receptorban elfedi, hormon hatására a receptor "kitekeredik" és az NLS szabadon
elérhetó lesz. A szexuálszteroid receptorok esetén a konstitutív NLS mindig elérhetö
formában van jelen. Ezzel a receptor-konformícióbeli különbséggel magyarázható a

kétféle holo-receptor eltéró sejten belüli lokaliációja is (Pratt, 1990; Ylikomi és

mtsai, 1992).

A hó-sokk fehérjék szerepet játsáatnak a szteroid receptorok sejtmagba juttaá-
sában. Keresztkötéses Ksérletek tanulsága szerint a szteroidreceptorok feltételeáe-
töen ugyanazt a nukleáris transzport-mechanizmust használják, mint a többi fehérje
(I-aCasse és Lefebvre, 1991), A hsp70 (amely a magba irányuló
fehé{etranszport-rendszer része, ld. 2.2.3. fejezet) feltehetöen segíti a meglehetö-
sen pufók holo-receptor átjuását a nukleáris póruson (Sanchez és mtsai, 1990/b).

Nem teljesen tiszázott, hogy részt vesz-e a mikrofilamentáris, mikrotubuláris rend-
szer a szteroid receptorok sejtmagba juttatásában. Egyrészt a holo-receptor a

hsp90-en kereszhil ft§1 mind az aktin, mind a tubulin há|ózathoz (Akner és mtsai,
1990; Miyata és Yahara, 1991), m"ásrészt a sejtmagba való bejuás elött közvetlenül a

holo-receptor más természet0 strukhírákkal (feltehetöen a.nukleáris pórus "halcsap-
da" -szerü citoplazmatikus képódményeivel, ld. 2. L.2.2. fejeznt) asszociál
(Perrot-Applanat és mtsai, 1992). A hsp70 mellett egy 40 kDa körüli, eddig még nem
azonosított fehérjét is leírtak, amely segíti a szteroidreceptorok transzportját a
sejtmagba (Okamoto és mtsai, 1988).

A szteroidreceptorok két oszáIya, a glüko- és mineialokortikoid receptorok,
valamint a szexruílszteroid receptorok abban is eltérnek egymástól, hogy szükséges-e
a hö-sokk fehérjék részvétele a szteroidkötóhely kialakrtásában. A kortikoidrecepto-
rok és az aril-hidrokarbon receptor a hsp90 nem szteroidfiiggö (pl. höhatással elért)
disszociációja során nrosszn konformációba kerül és nem lesz képes a szteroid köté-
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sére (Bresnick és mtsai, 1989; Pratt, 1990; Pongratz és mtsai, 1992). A szexuálszte-
roid receptorok esetén a szteroidkötó képesség javarészt fiiggetlen a hö-sokk fehér-
jék elózetes hatásától (Pratt, 1990; Nemoto és mtsai, 1992). McNaught és munkatársai
(1990) amnban ösztradiol rereptor esetén is izoláltak egy közelebbról meg nem hatá-

rozott,40 kDa molekulatömegú citoplazmatikus fehérjét, amely képes volt az ösrtradi-
ol kötés segítésére.

A hsp90 nem 'szabályos", nem szteroidfiiggó disszociációja a glükokortikoid recep-

tomak nem csak a szteroidkötö helyét "teszi tönkre', hanem az így felszabadult

apo-receptorok nem kis részeben a szteroidkötó domain 'ráhajlik' a DNS-kötö régióra
és a receptor a hsp90-t6l való 'megszabadulása' ellenére változatlanul képtelen a

DNS-kötésre (Hutchinson és mtsai, 1992). Ezek a kísérletek is igazolják, hogy (külö-
nösen a glükokortikoid és a min96t6[61ikoid receptorok esetén) a hö-sokk fehérjék
a szteroidreceptorok instabil konformációját 'tartják fogva'. A fenti eredmények
annak a feltételezésnek is közvetett bizonyítékaiként szolgálnak, amely szerint a

hsp9O csak a kromatinhoz kötött holo-receptorról ávozik. Kézenfekvö ugyanis, hogy a

meglehetósen instabil, ilyen-olyan "helytelen" konformációba könnyen betekeredó
apo-receptort valaminek 'kifeszírve" kell tartania a hsp90 ávozÁsa után is. Erre a

feladatra a kromatin nagyszerüen alkalmas.

Á szt eroidreceptorok transzf,ormációj ának feltét elezett mechaniünus a
Különösen a régebbi szteroid-irodalomban rlagy 72vaí uralkodott a "szteroidrecep-

tor aktivációja" (értsd leginkább: glükokortikoid receptor aktivációja) fogalom kö-
nil. Aktiváción sokan azt a jelenséget értették, amikor a helytelen konform"ációba

tekeredett, szteroidkötésre képtelen holo-, vagy apo-receptor visszanyerte szteroid-
kötö képességét, mások pe,dig azt a folyamatot jelölték ezzel a szóva|, amikor a

hsp9O disszociálásával a szteroidreceptor (glükokortikoid receptor) képessó vált a

DNS-hez való kötödésre. Elrln utóbbi folyamatot az ősszpzavaroóás elkerülése vé-
gett transzformációnak fogom nevezni. A szteroidreceptorok transzformációját sámos
tényezÁ befolyásolja. Ezek haüsait a 12. ábrán foglaltam össze. Az ATP a transzfor-
máció meggyorsítása mellett elósegíti a receptorok szteroidkötö képességének megőrzé-
sét is. Ezze\ össáangban Mendel és munkaársai (1986) ATP-szegény sejtekben a glüko-
kortikoid receptort szteroid kötésére képtelen formában, a sejtmaghoz szorosan kötöt-
ten találták meg.

A szteroid receptorok transzformációjának legfontosabb lépése a hormon kötése
után a hsp90-dimer disszociációja a holo-receptor komplexről. Ez azonban mes§z,e nem
az egyetlen folyamat, amely a DNS-kötésig "ve7&tő úton' lezajlik. A hormonkötödés a

disszociációval párhuzamosan a receptor konformációjának megváltozísához (Sabbah és

mtsai, 1991; Allan és mtsai, 1992) és az apo-re*eptor dimerizaciójához vezet
(Guiochon-Mantel és mtsai, 1989; DeMarzo és mtsai, 1991). A transzformáció során a

receptor hormonfiigg6en foszforilálódik (Auricchio, 1989) és feltételeáetöen részle-
ges proteolízise zajlik le (Grody és mtsai, 1982), Annak ellenére, hogy a receptorok
foszforilációjára és proteolízisére in vitro szinte minden fehérje ki:ráz és pro-
teáz alkalmas, a folyamatokért in vivo felelös enzimek feldedtése (a könyvhír-
nyi irodalom tanulsága szerint) mindg2ifiiig nem sikerült. Bagchi és munkatársai
(1992), valamint Takimoto és munkatársai (1992) nemrégiben kőzzétett eredményei sze-
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1,Z. ábra A szteroidreceptorok transzformációját befolyásoló körtitmények
(Grody és mtsai, í982; alapjan)

rint a foszforiláció DNS-fliggö, amely elképzelhetóvé tesú a foszforilációs folyama-
tokban részt vevö hó-sokk fehérjék, vagy a 19. oldalon ismertetett kromatosáma
hjnáz résnlételét a folyamatban. A szteroidreceptor foszforilációjának tisztázásához
hasonlóan a transzformáció mechanizmusának megértése is további kutaásokat igényel.

Szt ero idre ceptorok kölcs önhat ós a a lcromat innal
A magreceptorok népes családjának egyik legkonzervatívabban megórzött srprkezpti

eleme az a két, egymást követö "cink-uii", amely felelös az apo-rcceptor DNS-hez
való kötódéséért (Evans, 1988; O'Malley, 1990). Ezzel összefiiggésben sámos szsrzö

mutatott rá arra, hogy cink ionok hozzíadása akár 50 nM szabad ZnZ+ konceltrá-
cióban is jelentósen fokozza a szteroid receptorok kötödését a DNS-hez (Colvard és

Wilson, 1984; Predki és Sarkar, 1992). Mindezek ellenére a cink szerepével foglalko-
zó tanulmányok jelentós részét erós kritikával kell fogadnunk, ugyanis a cirrkionok
elávolítására olyan kelátorokat haszráltak (pl. o-fen4ntrolint), amelyek hidrofób
sajátosságaiknál fogva a szteroid-receptor/hsp, szteroidreceptor-dimer és a szteroid-

receptor-szteroidhormon kölcsönhaásokat is megzaVarják (Grody és mtsai, 1982; Mahon
és Gasiewicz, 1,992).

A szteroidreceptorokban található két 'cink-ujj' közül az N-terminális felöli
inkább a DNS-kötés specificitrfuíért, a C-terminális felöli pedig a kötés erósségeert

felelós (Carson-Jurica és mtsai, 1990). A cink-ujjak a DNS-en az ú.n. szteroid-kötó
szzkaszhoz (SRE, steroid respon§e element) kötnek. A szteroid receptor a kötésben

dimer formájában vesz részt, de gátlást okozó reguláció esetén leírtak trimer
strukhírát is, s6t, a megfeleló kötéserösség kialakínísához áIálában két, egymással
kooperáló dimer is szükséges (O'Malley, 1990; Drouin éi mtsai, 1993). A szteroidre-

TRANSZFORMÁClÓ

Szteroid receptor
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ceptor tianszkripciós aktivikísához a fehé{e két kíilönálló szakaszára van szük-
ség, amelyek a szteroidhormon hatására megfelelö konformációba kerülnek és a TFIIB
általános transzkripciós faktorral kölcsönhatísba lépve a TATA-box-hoz kötó

TFIID-vel segítik az RNS polimeráz II megkötését, aktiválását (O'Malley, 1990;

Bagchi és mtsai, 1991; Ing és mtsai, 1992).

A szteroidreceptor-dimerek nem csak egymással, hanem az adott gén promoter regió-
jához kötö más specifikus transzkripciós faktorokkal is kölcsönhatásba lépnek. E
kölcsönhalások elsó pélűjaként nemrégiben a fos/jun heterodimei és a glükokortikoid
receptor egymáshoztapadásáról és ebböl követkeó kölcsönös gátlásáról sámoltak be
(Yang-Yen és mtsai, 1990; Hass és mtsai, 1991).

A szteroidreceptorok nem a pucér DNS-hez, hanem a hisztonokra tekeredö, H1 hisz-
tonnal "körülbástyázott" kromatinhoz kötnek. Más transzkripciós faktorokkal ellentét-

ben a nukleoszómaszerkez.et a szteroid receptorok kötödését nem gátolja, söt, a recep-
torok dimerizaciójanak elósegítésével még segíti is. A kötódés nagyobb valószínüség-
gel és affiniűssal megy végbe, ha a szteroid-kötö DNS szakasz az adott nukleoszóma
"sz,éIén", semmint ha a közepén helyezkedik el.

A jelenlegi ismeretek szprilt kérdéses, hogy szteroidreceptor kötödése önmagában

e|ég-e a nukleosámaszerkezrt transzkripciót segítö kellö fellazírásáboz (Zaret és

Yamamoto, 1984; Pina és mtsai, 1990; Pham és mtsai, 1992). Nagyoo ,ra|§5zínü, hogy a

hisztonszerkezpt átreldezéséhez a receptorokon krvül más faktorok haása is szüksé-
ges. Ilyen nem hiszton-típusú nukleáris faktorokat (nuklaíris receptorokat) egyelöre
a szexuálszteroid receptorok, a D vitamin receptor és a tiroid hormon receptor, te-

hát azon hormonreceptorok esetén írtak le, amelyek holoreceptorként is a sejtmagban

helyezkednek el, vagy hö-sokk fehérjékkel nem asszociálnak (ld. 13. áblázat és Liao
és mtsai, 1990). A glükokortikoid és a mineralokortikoid receptorok esetén a recepto-

rok asszociációját segító nukleáris faktorok felfedezese még várat magára"

Molekula-
tömeg
(kDa)

Receptor Trodalmi hivatkozás

6,1_0 (+)

20 (+)
33 (+)
60 (+)

70 (+)
65 (+)

(-)

progeszteron

andro9én
andro9én
ösztradio1
ösztradiol
tiroid
ösztradiol
progeszteron

13. áblázat A szteroidreceptorok hatását befolyásoló
: aktiváló faktor; (_) : gátló faktor

Goldberger és Spelsberq, L988i
Rejman é_s rntsai I I99l

Rennie és rntsai I a987
Bruchovsky és mtsai, ]_975
Feavers és mtsai, a987
Feavers és mtsai, 1987
Burnside és rntsai I 7990
McDonneIL és rntsai, L992

nukleáris fai<torok (;r)
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A szteroidreceptorok 48-49. oldalon ismertetett hormon- és DNS-fiiggö foszforilá-
ciója nem csak a receptorok transzformációját segíti eló, hanem transzkripciós ha&í-

sukat is aktiválja. A foszforiláció a receptorok transzkripciós kölcsönhaásokért
felelós régiójában zajlik le, és mindea bizonnyal szrrepet játszik a szteroid recep-
tor/transzkripciós faktor/nukleosóma komplexek kialakíásában (Hoeck és Groner,
1990; Denner és mtsai, 1990; Lin és mtsai, I992la).

Á szteroidhatas terminációj a
Elég keveset tudunk arról, hogy a transzkripciő "végeztével' a szteroidreceptor

minek a hatására hagyja el a DNS-t és kerül ki a citoplazmába. Jelenlegi ismereteink
egyetlen biztos pontja, hogy a szteroidhatás terminációjához a receptor defoszforilá-
ciója szükséges (Auricchio és Migliachio, 1980; Auricchio és mtsai, 1982; Orti és

mtsai, 1989; Pongratz és mtsai, 1991).

A szteroidreceptorok és a kromatin kölcsönhatásának vizsgálata során az elsö
kísérletes rendszerek pucér, hisztonmentes DNS-t alkalmaztak. A valósághozkőze|ebb
álló, nukleosznmákat is tartalmazó modellrendszerek kidolgoása és alkalmaása csak
néhány éves múltra tekint vissza. Igy nem meglepó az sem, hogy a fudományos kutaás
mindeddig méltatlanul megfeledkezett a szteroidreceptorok transzformációj a során
leszakadó, a DNS közelében "kószáló" hó-sokk fehérjék, így a hsp59, a hsp70 és a
hsp90 szerepének vizsgálataról a szteroidreceptorok transzkripciós folyamataiban és

a szteroidhatás terminációjában.

2.2.5. Hö-sokk fehérjék az orvostudományban

2.2.5.1. A hö-sokk fehérjék szerepe a fertözAek lekiizd&ében és az autoimmun beteg-

sQekben

Hö-sol<k fehérjék a fertözések leküzdésében
A hö-sokk fehé{ék amiaosavsorrendje egyike az élővllág legvá|tozat|anabbul to-

vábböröktódö strukhíráinak (Lindquist, 1986; Lindquist és Craig, 1988; Schlessinger,
1990; Welch, 1,992). Emiatt a sz*wezetet éró bakteriális és más mikroorganizmusok
által okozott fertözésekben az immunrendsz.er számára egy lcragy hatékonyságú, 'kényel-
mes" megolúást jelent a mikroorganizmusokban közös antigén, a mikrobiális hó-sokk
fehé{ék ellen irányuló immunválasz. A sznrvezetbe jutott patogéneket stressáatások
egész sora éri. Elelemmegvonás, pH váltoás, emésztóenzimek, peroxidok és nem utolsó-
sorban hömérsékletváltozás, adott esetben láz. Nem csoda, hogy a mikroorganirmus
eűe az "inzultussorozatra" hó-sokk fehérjék szintézisével (is) válaszol. Az immunvá- *

lasz során e hö-sokk fehérjékböl sÁrmazó antigének megjelennek a fertózött sejtek
felszínén és az immunrendszert e sejtek elpusztíására sarkallják (Young és Elliott,
1989; Latchman, 1,99I; Garbe, 1992; I'ááttelá és Wissing, 1992; Csermely és Somogyi,
í992). Azon fertózesek néhány péláját, amelyben szervezetiink a mikroorganizmus ál-
tal termelt hó-sokk fehérjéket antigénként hasmálja fel, a í4. áb|ázztban mutatom
be.
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Patogén Betegség hó-sokk fehérje
család

[191,9]'l i6 burgdorferi
Brugia malayi
candida albicans
C h}arnydia tracbornatis
Coxiella burnetii
Legionella pneumophila
Leishnania major
Mycobacteriurn tuberculosis
Mycobacterium Ieprae
onchocerca volvulus
Plasmodium falciparium
Pseudomonas aeruginosa
Rikettsia tsutsugarnushi
schistosorna mansoni
Treponema pa]'l i dum
Trypanosoma cruzi

1)rme-kór
fil_iariázis
szájpenész
trachoma
Q-Láz
légionárius betegség
leishrnaniasis
tuberkulózis
Iepra
fi'l i 6ai{2i5
nalária

szifiüsz
Chagas-kór

hSp6o
hsp70
hsp90
hsp60, hsp70
hsp60
hsp60
hsp70
hsp27, hsp60, hsp70
r]sp27, hsp6o, hsp70
hsp70
hsp70, hsp90
hsp60
hsp60
hsp27, hsp70, hsp90
hsp6o
hsp7o, hsp90

14. tablázzt Mikrobiális hö-sokk fehérjék, mint antigének különbözó fertózések
€§etén (Nene és mtsai, 1986; Shinnick, 1991; Jááttelá és

Wissing, 1992; Matthews és Burnie, 1992 alapjan)

Hö-sol<k fehérjék az autoimmun betegségekben

A szsrvezet saját, a bakteriális antigénnel hasonlóságot mutató h6-sokk fehérjéi
is megjelenhetnek ép, nem fertözött sejtek felszínén, ha a sejteket valamilyen káro-
sodás (stressz) éi'. Ha az egyébként igen sokrétüen ellenörajtt immunválasz 'kibi-
csaklik" és a szervezet saját hö-sokk fehérjéit, vagy más, hasonló saját fehérjéket
bakteriális antigénként ismer fel, viharos lefolyású autoimmun betegségek alakulhat-
nak ki (Dubois, 1989; I-atchman, l99í; Csermely és Somogyi, 1,992).

Az autoimmunitás régi elmélete, amely a szaívezet saját antigénjei ellen fellépó
T limfociák negatív szelekcióját, elhalását feltételezte, nem tudja megmagyarárni
azt, bogy rendkívül sok mikrobiális fertözés esetén miért éppen a sz*rvezet saját
antigénjeihez nagymértékben hasonló mikrobiális molekulák ellen alakul ki a legna-
gyobb erösségr1 immunválasz. Ez a felismerés késztette Irun R, Cohen-t az autoim-

muniásról vallott elképzelés újrafogalmazísára (Cohen és Young, 1991). Elmélete
szerint a szpwezet antigénjei ellen a szpkásosnál éppenhogy nem gyengébb, hanem
erósebb immunválasz létezjk mindannyiunkban, csak ez az immunválasz nem agresszív,
"vad', hanem "háziasított', azaz kontrollá|t. Szrnezetünk a leggyakrabban elöfordu-
ló saját molekulrik (Cohen megfogalmaása szerint az immunológiai homunculus)
ellen egy-egy T és B sejtek szabáIyozntt kölcsönhaLís.ín alapuló báIőzatot épített
fel. E bálóntokban mind az antigénnel, mind pedig az antigén-re*eptorral reagáló
sejtek megtalálhatók. A hálózatok kontrollált müködése alapján a szervezet saját

molekulái elleni immunválasz nem agresszív, hanem szabá|yozott. Ez a szabá|yozÁs
peíszr' nem mindig tökéletes. Néha a_negatív szabályozás által meghagyott immunválasz
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Betegsé9 Anügén/autoanügén

lupus erlrttrematosus
reumatoid artritis
inzulinfüggö diabetes
mellitus

skizofrénia

/ubikvitin, hsp70, hsp9o
b-hsp65/kollagén II; porcszövet

proteogükán
b-hsp 65/ glutaminsav dekarboxiláz,
hsp60
/hsp60

15. áblázz;t Hö-sokk fehérjék sz€repe az autoimmun betegsQekben (Backkesov
és mtsai, 1990; Iatchman,1,99í Winfield és Jarjour, 1991; Yang és
Feige, 1992; Brudzynski és mtsai, 1992; Kilidireas és mtsai, 1992,
valamint Csermely és Somogyi, 1992 nyomán) b-hsp65 : 65 kDa-os
bakteriális hó-sokk fehé{e

kevésnek bizonyul: a szeltezetbe jutott baktérium "álcázzz" magát és fertózést okoz.
Néha pedig a saját molekulák elleni immunválasz kisiklik a mégoly erós kontroll
alól: autoimmun betegség alakul ki. A "hílpörgött'/kisiklott immunválaszrak nagyon
nagy szerepe yan az egyes fertözések után jelentkezö szövödmények kialakulásában
(Winfield és Jarjour, 1991).

A hó-sokk fehérjékkel, mint antigénekkel kapcsolatos autoimmun betegségeket a
15. áblázatban foglalom össze. A áb|ázat adaÁ;thoz két megjegyzes kívánkozik. Egy-
részt a humán hsp60 az inzulinfiiggö diabetes mellitusban játszatt autoantigén szere-
pe jelenleg még vitatott (Siddle és mtsai, 1989), másrészt az autoimmuniás a skizof-
réniának minden bizonnyal csak egyik kiváltó oka (Kilidireas és mtsai, I99Z).

Az autoimmun betegségekben szerepet játszó autoantigének és ezek immunogén epi-
topjainak feldedtése megnyi§a az vtat e betegségek gyógyíása felé (Yang és Feige,
1992). Igy például a bakteriális 65 kDa-os hö-sokk fehérje nem im.r,unogén váItoraá-
val, mint "vacci!á"-val, a rákövetkeó fertőz.e.s által kiváltott artritis, vagy inzu-
linfüggó diabetes mellitus súlyosvíga csökkenthetönek bizonyult (Van Eden és mtsai,
1988; Van den Broek és mtsai, 1989; Elias és mtsai, 1990).

2.2.5.2. Hö-sokk fehérjék a rákos megbeteged&ekben

Rákos sejtekben sámos hö-sokk fehérje indukcióját lehet megfigyelrri. Az eddig ;

leírt példák köótt mind a hsp32 (hem oxigenáz), mind a hsp70, mind pedig a hsp90
(kiilönösen annak alfa izoformája) szerepel (Kageyama és mtsai, 1988; Yufu és mtsai,
1992; Fertaini és mtsai, 1992), A hsp27 esetén az eÁdig kialakult kép meglehetösen
ellentmondásos, a fehérjének mind az indukciója, mind csökkent szintje elöfordul
rákos sejtekben (Zantema és mtsai, 1989; Delhaye és mtsai, 1992). Mivechi és munka-
üírsai (1992) a hö-sokk faktor csökkent DNS-kötödéséról sámoltak be leukémia sej-
tekben. A hó-sokk fehé{ék --a sejt életében betöltött általános szerepüknél fogva-
jónéhány, egymásf$| gyökeresen különböá és a rákos sejt sorsa szempontjából meglehe-
tósen ellentétes hatású folyamatban részt veszrek a transzformált sejtekben. Ezek
közül néhányat a 16. áblázatbal foglalok össze.
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Hö-sokk Funkcíó
fehérje

Irodalmi hivatkozás

A rák kia]aku]-ását, brledését,

hsp27 proüferáció-gátlás

hsp7o tumor antigén

hsp7o p53 anti-onkogén
aktíválása

hsp90 tirozin kináz gátJ.ás

hsp90 tumor antigén
hsp1-1o tumor antigén

gáüő funkciók

Spector és rntsai, L992; Knauf és
rntsai, 1e92
Kanno é.s rntsai, 1989; Ferrarini
é_s mtsai t a992
Clarke é.s mtsai, L988i Hupp és
mtsai, l992i Agoff és mtsai| L993
Brugge és rntsai I L981-i
Ziemiecki, L986
UILrich és ntsai| a986
Srivastava és rntsai, t986;
Ferrarini és mtsai| L992

Huot és rntsai, L992

Jááttelá é.s mtsai I L992

A rák kiaJ-aku7á.sát, terjedését segitb íunkciók

};.sp27 foszforilációja qyqy-
s zerr ezis ztenciát okoz

hsp7O tumor nekrózis faktor
hatásának gátlása

A rák kiaJ-aku7ása, terjedése szenpnntjábő7 eddig nem vizsgá7t
tunkció

hsp9O kötés egy 68 kDa-os
TPA-receptorhoz Hastrimoto és Shudo, 1991-

16. áblázat Hö-sokk fehérjék eddig feldedtett speciáIis funkciói rákos sej-
tekben (Srivastava és Maki, 1991 nyomán)

2.2.5.3. Hö-sokk fehérjék és ischaemia

Amióta Currie és mtsai (1988) kimutatták, hogy a hó-sokk fehérjék elózetes

szintézise megvédi a szívizmot az átmeneti ischaemiás oxigénhiánytól szinhígy, mint
az oxigénellá!ás helyreállása ut,áni oxidatív károsodástól, a hó-sokk fehérjéknek a
szív védelmében játszott szerepe az érdeklödés középpontjába került. A szív hö-sokk
fehérjéi közül eddig a hsp70 szintézisét vizsgálták a legalaposabban. A hsp70 mRNS
fokozott szintézisét sikerült kimutatni hypoxia, koronária e|zÁródas,
nyomás-hílterhelés, fokozott izommunka és béta-adrenerg agonisák haására
(Latchman, 1991; Williams és Benjamin,1992). A hsp70 mellett az antioxidáns biliru-
bint termeló hem-oxigenáz is egy olyan hö-sokk fehé{e, amelynek fokozott szintézise
segíthet a szív reperfiíziója során fellépó oxidatív károsodás kivédésében (Thorne és

mtsai, 1992). Olyan gyógyszerek kikísérletezésével, amelyek szelektíven és károsoűs-
mentesen a súviznm fokozott hö-sokk fehérje szintézisét idéznék elö, hatékonyan
mozgósítani lehetne a szív saját védekeó mechanizrnusát infarktusveszélynek kitett,
vagy infarktuson átesett betegekben.
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A gyúllaüsban lévö izület oxigénelláás szempontjából nagymértékben hasonlít az
ischaemiás szívre: a reumás izület is hypoxiás, hyperkapnikus, lokális acidózis jel-
lemzi, és mozgás közben igen nagy nyomásváltozísoknak lehet kitéve (Winrow és Blake,
1991). Caltabiano és munkatársai (1988) megfigyelték, hogy a reunn ellen használatos
auranofin egy 32 kDa molekulatömegü hó-sokk fehérje (hem oxigenáz}!) súnténsét segí-
ti elö a gyullaűsban lévö izületekben, Az auranofin hatásmechanizmusának ezen eleme
jó példaja a hö-sokk fehérjék mobiliációján alapuló gyógyíási e§árásnak.

A hsp70 fokozott szintézisét figyelték freg az agyban bekövetkezö ischaemia után
is (Dwyer és Nishimura, 1992; Welsh és mtsai, 1992).Ezpk a megfigyelések is alákí-
masztják, hogy a hó-sokk fehérjék ischaemiában és az utána követkeó reperfiízióban
történö fokozott szintézise az egész szervez*tte kiterjedö, általános jelenség lehet.

2.2.5.4. Prionok: molekuláris anti-chaperonok?

A prionok a Gers tmann- Strcius s ler- és CreutzfeW-J aka b -szndrómákat, vala-
mint más, degeneratív enkefalopátiákat okoó fehérjetermészetű anyagok (ú,n.
proteo-vírusok; Prusiner, 1991; Weissmann, 1991). Jean-Pierre Liautard (1991)
vonzó, de kísérleti tényekkel még nem kellóképpen aláámasztott hipotézise szerint a
prionok fertózest kiváltó része tulajdonképpen egy olyan "anti-hó-sokk fehérje",
amely ahelyett, hogy a helyes konformáció irányába terelne más fehérjéket, éppen a
helytelen konforrníciójukat stabiliálja. A helytelen konformációjú fehé{ék újabb
helytelen konform.íciójú fehérjék stabiliálásában segédkeznek és így tulajdonképpen
egy fehérjével közvetített, a sejt pusztulásához vezető károsodás zajlik le.

2.2.5.5. Hö-sokk fehérjék az autodegeneratív betegsQekben

A sejtek auto-degradációjával járó sámos betegségben, a sejteken belül speciális
záwályok koncentrálják a sérült, részlegesen lebontott fehérjéket. A árványokkal
sámos hó-sokk fehérje asszociál 0d. 17. áblázaL; Mayer és mtsai, 1991). A hsp27
családba brtozó krisztallin a fehérjék koncentrálásában, kristályosíásában vehet
részt (Forsdyke, 1985; Horwitz, í992), az ubikvitin és a hsp70 pedig a fehérjelebontó
folyamatok eredményeként/elökészítöjeként lehet a zarványok alkotóeleme (Hershko és

Ciechanover, 1992; Chiang és mtsai, 1989).

Beiegség/Zárvány Hö-sok\
fehérje'

Irodalmi hivatkozás

Alzheimer kór
A]-exander kór/Rosenthal fonal

Parkinson-kór/Lewy test

cirrózis/Mallory test

Creutz feld-Jakob szindróma

Mayer és ntsai, 199]-

Iwaki és mtsai, 1989

Lowe és mtsai, ].992

Lowe és mtsai, 1992
Renkahlek és mtsai, ]-992

ubikviün
ubikviün

hsp27
ubikviün

hsp27
ubikvitin

hsp27
hsp27

I7. tablánt Hö-sokk fehérjék az autodegeneratív betegsQekben hsp27 :
alfa-B-krisztallin
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2.2.5.6.,A hó-sokk fehérjék az öreged8ben

Az öregedés elméletei közül jelentós helyet foglalnak el azok, amelyek a szerve-

znt "javító" mechanizmusainak (immuntendszer, DNS repair, szabadgyök g|imináció,

stb.) kopását teszik felelössé az észlelt váltoásokért (Behnke és mtsai, 1978). A
hó-sokk fehérjék nagy szerepet játszanak a sejt fehérjéi 'helyes' konfornrációjának

fenntartásában, a fehérjék 'ragadós", hidrofób részletei felszínrekerülésének és

eÁlá| nem kívánt aggregációjanak megaka&ílyoz{sában akár a fehérje lebontása árán

is (ld. 2.2.1. fejezrt). Ez a sejten belüli tisztogató funkció jól beleillik azok

sorába, amelyek elromlása az öregedéshez boz,zájárulhat.

Ezsl elképzeléssel össáangban ismert néhány olyan adat, amely egyrészt a helyte-

Ien konformációjú fehérjék felszaporodásáról, másrészt a hö-sokk fehérjék indukciójá-
nak megváltozásáró|, zavaráról sámol be idösödö szervezntekben. Reiss és Rothstein
(L974) az izpcitrát-Iiáz, Yuh és Gafoi (1987) a foszfoglicerát-kináz öregedéssel

együt§áró inaktiválóüsát az enÁm hö-labilis, "helytelen' konformációjú form.íjának

felszaporoűsával tudták összefiiggésbe hozni. P|gming és mtsai (1988) arról sámol-
tak be, hogy öreg gyümölcslegyeken alkalmazott hö-sokk teljesen m.ís fehérjéket indu-

kált, mint fiatal társaikban. Végül mind pafft{ayokban (Fargnoli és mtsai, 1990;

Pardue és mtsai, 1992), mind emberben (Deguchi és mtsai, 1988; Blake és mtsai, 1991)

a 70 kDa-os hó-sokk fehé{e aktivációjának öregedéssel egyrittjáró zavaráról sámol-
tak be. E megfigyelések arra utalnak, hogy idösödó szervezetek sejtjeiben a helyte-
len konformációjú fehérjék feldúsulhatnak és az e febéqéket "helyretekerö", illetve
elávolító mechanizmusok csökkent működésúek lehetnek.
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2.3. Lz inzulin növekedési hormon jellegü hatásai
mint a sejfunagban leza.itó jelátviteli folyamatok egy péld{ia

2.3.1,. Inzulin hatásai a plaznamembránban

Az inzuli nreceptor szerkezet e
Csaknem ötven év telt el 

^z 
inzulin tisztítása és a cukorbetegség leküzdésében

való gyógyító alkalmazása után, amíg a hetvenes évek elején fény derült arra, hogy a
hormon a plazmamembránban elhelyezkedö receptorához kötve fejti ki hat,ását (Freychet

és mtsai, I97L; Cuatrenasas, L972; Bliss, 1982). Az inzulinreceptor vázlatos szerke-

zptét és az nnln haásmechanizmusának két lehetséges módját a 13. ábrán mutatom

be. Mint látható, az inzulinreceptor 2 alfa és 2 béts alegységból álló heterotetra-

mer. Az extracelluláris alfa alegységek SH-csoportokban gazlag részletei felelösek
az inzulin kötéseert, a béüa alegységek tarta|mazÁk a receptor hidrofób, transzmemb-

rán résrnit és a más kinázokkal homológ szerkezetü tirozin kináz domaint (Kahn és

White, 1988). Az alfa alegység eröteljesen glikozilált, a cukor oldalláncok pontos

sz.erkezetét és szerepét azonban jelenleg még nem ismerjtik (Zick, 1989). A béta alegy-
ségnek a plazmamembránhoz közeli régiója (uxtamembrán-domain) szerepet játszik az

ATP kötésében és irrzulinreceptornak más effektor molekulákkal/szubsztrátjaival való
asszociációjában, kölcsönhaűsában (White és mtsai, 1988/a; Backer és mtsai,
I99Ila). A receptor C terminális részletében található 1ilqzin oldalláncok muációja
segíti az inzulin proliferatív hatásait, aminek egyik magyarázzta lehet, bogy ez a
"lebegó" receptorrésdet is szerepet játszhat az inan|iteceptor más fehérjékkel
való kölcsönhaásaiban (Takata és mtsai, 1991).

Az inzulinreceptorok keresztkötése antitestekkel, vagy lektinekkel fokozott akti-
vációjukhoz vezet (O'Brien és mtsai, I98'Ilc; Shiba és mtsai, 1990). A receptor-oligo-
merek kialakulása más növekedési faktorok, így az :inzl:JÁ-szerü, vagy az epidermális
növekedési faktor (IGF-l, EGF) receptorával is megvalósulhat, ami a kiilönbözö mediá-
torok által közvetített jelek keresztreakcióit teszi lehetövé (|ammers és mtsai,

1990; Soos és mtsai, 1990).

Az iazul:ir- receptor bioszintézise során a receptor alfa és béta alegysége köxis
peptidlánc form.íjában képódik, amely többlépéses glikoziláció unín a 720,723,as
RKRR részletnél hasad el a két végsö alegységre (Zick, 1989).

Áz inzulinreceptor kinóz alaivittisa és foszf,orildciója
Az inzulinreceptor bolálr{sa u!án több mint tíz éwel, 1982-ben fedezték fel,

hogy a receptor tirozin kináz aktiviuíssal bír (Kasuga és mtsai, I98Z). Az inzulin
receptorhoz való kötódése után a receptor-kináz aktiválódásrinak egyik elsö eleme a

receptor autofoszforilációja ajuxtamembrán domain-hoz, a C-terminálishoz és a kata-
litikus domain 1146-1150-1151 triádjához ártozó 1ilozin oldalláncokon (White és

mtsai, 1988/b). A receptor egy allosztérikus enzimként viselkedik, amelynek béta

alegységében lévó kináz aktivitását az a|fa alegység (feltehetöen a béta alegység
extracelluláris részével kölcsönhatásban) inzulin távollétében általános gátlás

alatt tartja (Shoelson és mtsai, 1988; Gherzi és mtsai, 1989).
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inzulin

Tyr-PQ

szubsztrát
"mediátor"

szubsárát
Tyr-P04

1,3. ábra Az inzulinreceptor vázlatos szerkezete & az inzulin hatásmechaniznu-
sának két lehetsQes iránya (Kahn és White, 1988 után)

Az inzutinreceptor-kináz aktivinisát jelenlegi ismereteink szerint is ezer és

egy körülmény befolyr{solja. Errlk vázlatos összefoglalására a 18. áblázatban teszek
kísérletet. A befolyásoló tényerÁk egyikeként az aktivácií során (a receptor 1ilozin
oldalláncokon megvalósuló auto-foszforilácíója mellett) inzulin baására a receptor
szerin- 615 116pnin-foszforilációja is megnö. Mind több eredmény utal arra, hogy ezen

utóbbi folyamatokat több fehérje kináz együttesen kataliálja, beleertve magának az

inzulin receptornak a Ser/Thr oldallrincokon megvalósuló autofoszforilációját is
(Smith és Sale, 1988; Duronio és Jacobs, 1990; Pillay és Siddle, 1991; Rapuano és

Rosen, 1991; Baltensperger és mtsai, 1992).

Bázikus polikationok (pl. poli-lizin) mind az inniinre.ceptor-tirozin kináz,
mind a receptorral asszociált srninkjnáz aktivációjára képesek (Sacks és McDonald,
1988; Biener és Zick, 1990). Külónböó fehérjék megváltoztatják az ianlJinreceptor
tirozin kináz szubsztrát-specificitását (Yonezawa és Roth, 1990), valamint leírtak a
receptor-kinázt gátló fehérjéket és peptideket is (Auberger és mtsai, 1989; Hansen
és mtsai, 1989). rA fenti eredmények valószrnűvé teszik, bogy az inzulin-receptor
1|16zin (és szerin-treonin) kináz aktivitását sámos vele asszociált fehérje szabá-

Iyozza in vivo. Ezen kölcsönhakísok feldedtése és jellemzese javarészt a jövö
feladata.

Az inzulinreceptor "aktív', foszforilált formája fg52fotilozin foszfaáz-ok bata-
sára alakul vissza a kezdeti, alapállapotba. Noha saját kísérleteink tanulsága sze-

rint is a re€eptort in vitro szinte minden foszfotirozin-foszfaáz defoszforilál-
ja, az in yjvo defoszforilációban szerepet játszo foszfatázok azonosítása, pon-
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Szabályozó mechanizmus Irodalrni hivatkozás

AktiváIás
receptor oügomerízáciő

transzfoszforiláció más
tjrozin kinázza]-

poü-üzin
Ki-ras
foszfatidLl-inozitol

GátJás
Ser/Ttrr foszforil-áció
P-Tyr foszfatázok
MHC-I peptidek
63 kDa gátlófehérje
GTP-köt6 fehérje

N-ras, Ha-ras
gangliozidok

O'Brien és rntsai, t987/c;
Shiba és mtsai, 1990

Lammers és mtsai, !99O;
Soos. és mtsai, toso

Sacks és McDonald, 1-988
GaÜca és mtsai, 1987
Sweet és rntsai, tOaz

Takayama és rntsai, tsaa
Meyerovitch és mtsai, 1992
Hansen és mtsai, 1-989
Auberger és rntsai, ]_oao
Davis és McDonald, 1-990;

Burdett és mtsai, 1990
o'Brien és rntsaí, a987 /b
Nojiri és rntsai I 1991-

1,8. áblázat Az inzulinreceptor tirozin-kináz aktivitását szabá|yozÁ mechaniz-
musok

tos jellemzése eddig nem sikerült (Goldstein és mtsai, 1991; Sale, 1991). Faure és

munkatársai (I99Z) egy, az endoszómákhoz kötött foszfotirozin-foszfaáz aktivitísról
sámoltak be, ami azt sugallja, hogy az inzulinreceptorok defoszfoilációja a recep-
torok interna|izaciója során (is) lejátsádó folyamat. Saját krsérleteinkben inzu-
lin hakísára bizonyos membránkötött foszfotirozin-foszfaáznk aktivitísának növekedé-

sét figyeltiik meg, amely az inaiinr*eptorok inzulin baására végbemenö

"ön-inaktivációjára^ enged következtetni (Meyerovitch és mtsai, 1992).

Az inzulinreceptor aktivációja során foszforilálódó lailönböá tirozin oldallr{n-

cok kicserélésével, elhagyásával keletkezett mutánsok könyvárnyi irodalma nem iga-

zán vezstett a kísérletezök reményei szerinti eredményekre, hogy t.i. rá lehessen

mutatni bizonyos tirozin oldalláncokra, amelyek foszforilációja az inzulin ilyen
vagy olyan haLísaiért lenne felelös. Annak ellenére, hogy a kináz-aktivitásukban
gátolt inzulinreceptor-mutánsok igen sok szempontból képtelenek az inzulin halisai-
nak közvetítésére (Kahn és White, 1988) szinte bizonyos, hogy az inzulin hatásainak
legalább egy résza a receptor-kináá megkerülö útvonalon (is) végbemehet (Espinal,
1988; Soos és mtsai, 1989; Hawley és mtsai, 1989). A továbbiakban ezen útvonalak
közül a plazmamembránt érintöeket fogom vázlatosan bqmutatni. A tárgyalás során a

GTP_kötó fehérjék szerepére, az inzulinnak a különböá foszfolipázok aktivikísárp,
valamint a foszfatidil-inozitol/kálcium/fehérje klnáz C metabolizmusra gyakorolt
haására és a Na-K ionok szerepére fogok kitérni.
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A GTP-ki)tö fehérjék szerepe az inzulin hatdsmechanizmusában
A GTP-kötó fehérjék és az inzulinreceptor jelenleg ismert kölcsönha!ísait a 19.

áblázatban foglalom össze. Mint látható, az inzulinreceptor és a GTP-kötö fehérjék

kölcsönhatásaira utaló adatok meglehetósen sokrétüek és helyenként ellentmondásosak.

E hetyznt oka leginkább a krsérleti metodikákban kereshetö. A permeabiliált sejte-

ket, izolált membránokat, illetve többé-kevésbé pucolt inzulinreceptort használó

kísérleti rendszerek egymással nehezen összehasonlíthatóak, a Gs és Gi fehérjék azo-

nosítására használt kolera és pertussis toxin aspecifikus hatásai miatt, kellÖ kont-

roll kísérletek híján, veszélyeket rejt magában, végezetiil pedig igen sok közlemény-
ben éppen amk a kísérletek hiányoznak, amelyek m,ás irodalmi adatokkal való egybeve-

tésüket lehetóvé tennék. E limitációkat is figyelembe véve az a (minden bizonnyal
elég szubjektív) kép alakult ki bennem, hogy az inzulinreceptor feltehetóleg három

GTP-kötö fehé{ével, a ras-sal, a Gi-vel és egy 60-66 kDa-os, eddig még nem teljesen
jellemzett specifikus fehérjével áll kölcsönhatásban. (A Gs asszociációjára utaló

adatok erósen megkérd6jeleáetök, ld. Burdett és mtsai, 1990.)

Hatás/GTP-kötö fehérje Trodalmi hivatkozás

Inzu7ín hatásaí a GTP-kötő fehérjékre
in vitro foszfori_]-áciő/Gí,Gx, Zick és mtsai, 1986;

transzducin o/Brien és mtsai, L987/a
in vivo foszforiláciő/Go kDa Gx O'Brien é-s mtsai, a989
GTP-kötés fokozás/66 kDa Gx,Gs, Srivastava és Singh, L99oi

Gi, Ha-ras Kellerer és rntsai,199I;
pröfroek és mtsai, I99L;
Burgering és mtsai, 199]_

ADP-riboziláció csökkentés/Gs,Gi Hel,worth é,s rntsai, L985;
Rottrenberg és Kahn, ]-988;
pröfrock és mtsai, a991-

GTP-&ö6 fehér7ék hatásaí az
inz ulinkötés csökkenté.s/ 40,66

kDa Gx

inz ulinreceptor-k ináz qát)ás /
/GxrN-rasrHa-ras

inz ulinreceptor-kináz aktiválás/
/Ki-ras

inzulínrecepbrra
Srivastava és Singh, L99O;

Davis és McDonald, 1_990;
Kellerer é.s mtsai, a99L

o'Brien és mtsai, L987 /b;
Davis és McDonald, 1_99o;
Burdett és mtsai, l99o

Gaüca és mtsait L987

19. áblázat Az inzulinreceptor kölcsönhatásai GTP-kötö fehérjékkel Gi :
adenilát ci}Jáz gát|ó (pertussis toxin érzékeny) GTP-kötó fehérje;.

Gs : adenilát cikláz aktiváló (kolera toxin érzékeny) GTP-kötö fe-

hérje; Gx : közelebbról meg nem határozott GDP/GTP-kötö fehérje;

Ha-ras, Ki-ras, N-ras : Harvey-, Kirsten- és Normál- ras fehérjék
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Az inzulinreceptor (talán a 60-66 kDa-os GTP-kötö fehéq'e kivételével) a
GTP-kötö fehérjéket in vivo nem foszforiláció, hanem feltehetöen direkt asszociá-
ciójukból követkeó konfornícióváltozas révén aktiválja. Az aktiválás hakísára a Gi
egy foszfatidil-inozitol-glikán specifikus foszfolipáz C aktiválásában és a sejtmag-
ba transzlokálódva bizonyos magi folyamatokban vehet részt (ld. alább és 2.3.3. feje-
zrt; Lutrell és mtsai, 1988; Crouch és mtsai, 1990). A ras fehéry'e az inzulin-fiiggö
fehérje knazkaszkád elindíkísában (ld. 2.3.2. fejez*t; Korn és mtsai, 1987;
Deshpande és Kung, 1987; Burgering és mtsai, 1991; de Vries-Smith és mtsai, 1992) és

a foszfatidil-kolin specifrkus foszfolipáz C aktiválásában játsáat szerepet (de

Herreros és mtsai, 1991). A 60-66 kDa-os, specif,rkus inzulin-fiiggó GTP-kötö fehérje
szerepéról pedig mindezidáig semmit sem tudunk.

A GTP-kötö fehérjék aktiválód.ísa az inzulinreceptor inzulinkötésének csökkenésé-
hez és tirozin kináz aktivitásának gátlásához vez.et (ld. 19, áblázat). Ez a haás
fontos szerepet tölthet be mind az inzulin kiváltotta jel terminációjában, mind pe-
dig az egymással "nvaliza!ó" jelátviteli utak (ld. 13. ábra) keresztszabáIyozasá-
ban. A Ki-ras inzulinreceptor tirozin kinázt aktiváló hatásának jelentösége még nem
tiszázott (Gatica és mtsai, 1987).

I nzulin hat tis a a fo s{at idil- inozit o l- glilain sp ecifikus fo sdolip áz C -re

Az inzulinreceptorhoz kötödö Gi fehérje egy speciális foszfolipáz C-t aktivál
(Lutrell és mtsai, 1988). E foszfolipáz a plazmamembrán krilsó rétegében feldúsuló
speciális glikolipideket, az ú.n. foszfatidil-inozitol-glikánokat hasítja el. Az
enzimreakció diacil-glicerol és az extracelluláris térbe ávozÁ
foszfo-inozitid-glikánok keletkezéséhez yez.et. Mivel sámos extracelluláris fehérje
(pl. alkalikus foszfaáz, 5'nukleotidáz, lipoprotein lipáz, stb.) foszfatidil-inozi-
tol-glikrinokon kereszhil köt a plazmamembránhoz, inzulin haására ezen fehét'ék,
enzimek "eleresztése" és ezaltal aktiválása figyelhetö meg (Saltiel és mtsai, 1986;
Chan és mtsai, 1988/a; Romero, 1991). A felszabaduló foszfo-inozitid-glikánok egyik
változzta chiro-inontolt tartalmaz és a piruvát dehidrogenáz aktiválásában vesz
részt, a másk myo-nozitol tartalmú és a cAMP-fiiggö fehérje klnázt gátolja
(Romero, 1991). Egyre nö azon in vivo és in vitro haások listája, amelyeket
ezen irrzulino-mimetikumok befolyásolni képesek. A fenti jelárvibli mechanizmus az
extracelluláris térbe áv ozó foszfoinozitid-glikánoknak a sej t belsej ébe juttaását
lehetóvé tevö transzporter létez.ésével is sámol, amelyet azonban mind 4 mai napig
kimutatni nem sikerült.

Inzulin hatasa a sejtek lgilcium metaboliunusára
A GTP-kötö fehérjék által 'általában" regulált foszfolipáz C foszfatidil-inozi-

tolt hasít diacil-glicerolra és inozitol-triszfoszfátra. Ez,en utóbbi jelátvivó kálci-
umot szabadít fel a sejten belüli kálciumrakkírakból. Az inzulinfiggö jelátvitel és

a sejtek kálcium metabolizmusa közjtt megfigyelt kölcsönhaások azonban meglehetósen
ellentmondásosak.

61



nolyanat Irodalrni hivatkozás

Az intraceIlu7aris
Ca-ATP-áz gátlás

ká7ciunszintet növe7ö fo7yanatok

fosz foüpáz - C aktivitásnövekedés
Pershadsingh és McDonald, 1979
Koepfer-Hobelsberger és Wieland,

1984; Farese és rntsait 1986

Az intrace]l-u7áris kétlciumszintet csökkentó ío7yamatok
ca-ATP-áz aktiválás

növekvö membránkötött kálciurn
Na/Ca-csere rendszer akÜváció

Hope-GiJ_l és Nanda, 1-979; Levy és
mtsai, 1_986; Nagy és mtsai, 1990

McDonald és ntsai, 1976
Gupta és rntsai, 1986,, Mene és

mtsai, 1_991

20. tÁbláat Inzulin hatása a sejtek kálcium metaboliznusára

Az extracelluláris kálcium jelenléte szükséges mind az inzulin kötéséhez (Desai
és mtsai, 1978), mind a receptor-kináz aktivációjához (Plehwe és mtsai, 1983), mind
pedig az inzulin sejten belüli haásaüoz (Bonne és mtsai, 1978). A sejten belüli
kálciumkoncentráció lecsökkenése ugyancsak meggátolja az ínzllltn metabolikus haása-
it (Pershadsingh és mtsai, 1987). A lctilönböó munkacsoportok az intracelluláris kál-
cium szint emelkedéséröl és változatlanságáról egyatánt besámoltak inzulinkezelés
baására, sót, inzulin képes volt a más agonistfu. áItAl kiváltott intracelluláris
kálciumkoncentráció növekedés meggátlására is (Thomas és mtsai, 1985; Cheung és
mtsai, 1987; Klip és Ramlal, 1987; Draznin és mtsai, 1987). Az egyes közleményeket
mérlegelve úgy t0nik, hogy a citoplazmatikus szabad kálciumkoncentráció nem sokat
v áltozhat inzulin haására.

A sejten belüli szabad kálciumkoncentráció sámos folyamat eredójeként marad
minden valószínüség szerint vá|tozatlan inzulinkezelés után. E folyamatokat a 2O.
áblázatban tiintettem fel. Az említett folyamatok közül a "szokványos"
(foszfatidil-inozitol specifikus) foszfolipáz C aktivációja éppúgy vitatott, mint a
sejten belüli ga-5zint inzulinfiiggó változÁsai (Etindi és Fain, 1989). Inzulin haá-
sára a sejten belüli kálciumrakűrakból nem szabadul fel sámottevö mennyiségű kálci-
um (Klip és Ramlal, 1987), ami ugyancsak a foszfatidil-inozitol specifikus foszfoli-
páz C aktiválóűsa ellen szol. A Ca-ATP-áz inzulinffiggö aktivitísváltoÁsai is labor-
fiiggó jelenségnek tünnek (ld. 20. áblázat).

Inzulin hat as a a p laünemembrdn lip id-ö s s zet ét eMre
Az eÁdíg ismertetett foszfatidil-inozitol-glikán specifrkus foszfolipáz C mel-

Iett az inzulinreceptorhoz feltételeáetóen a ras fehérjén keresztiil egy foszfatidil-
-kolin specif,rkus foszfolipáz C (esetleg foszfolipáz D) is kapcsolódik (de Herreros
és mtsai, 1991; Farese és mtsai, 1992; Baldini és mtsai, 1992). A foszfatidil-kolin
1g5zintézisében fontos szerepet játszn foszfatidsav de novo szintéúsét az inan-
lin a foszfo-inozitid-glikán segítségével aktiválja, ami az inzulinfilggö lipidmetabo-
||zmus átfogó szabályoÁsára utal (Farese és mtsai, 1992). Bizonyos kísérleti eredmé-
nyekböl arra lehet következtetni, hogy a foszfolipáz-C-k (D-k) mellett az innúin
egy foszfolipáz-\enÁm aktiválásában is szerepet játszik (Southorn és
Palmer, 1990).
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Inzulin hata§a a fehérje kina C-re
A fentiekben láthattuk, hogy inzulin haására mind a foszfatidil-inozitol-glikán

specifikus, mind pedig a foszfatidil-kolin specifikus foszfolipáz C aktiválódik.
Mindkét enzim müködésének köás terméke a diacil-gliceíol, ami a fehérje Y'lnáz C
egyik aktivátora. Mindezek ellenére a sejten belüli kálciumkoncentráció inzulinffiggö
változÁsaihoz hasonló kusza helyzet uralkodik a fehérje klnáz c inzulin hatásáta
bekövetkeó aktiválódása körül. A laboratóriumok kb. kétharmada az enám aktiválóű-
sa mellett tör lándzsát, egyharmada ez ellen van (Egan és mtsai, 1990; Farese és

mtsai, 1992), A különböá eredmények az egyes sejttípusok kúlönbségei mellett néhány
metodikai buktatóból akadhatnak, mint a nem megfelelö szubsztrátválasztás, a fehérje
kjnáz C preparátum szennyezettsége az tnziíin baására növekvö mennyiségrl
diacil_glicerollal és a fehérje kináz C "down-regulációjára" szokáosan alkalmazott
forbol-észter kezelés alkalmatlansá ga az elúm teljes "down-regulációjára' (Farese

és mtsai, 1992). A fehé4'e lr,lnáz C ellenes antitestekkel végzett újabb vizsgálatok
inkább az "aktiváláspártiak" igazat biznlyíüák. A sejt kálciumszintjének inzulin
haására bekövetkeá csekély, vagy elhanyagoiható mértélcü váltoÁsai érthetövé te-

szik, hogy a fehérje kjnáz C izoenzimek közül leginkább a kálciurnía nem érzÉkeny
epszilon forma transzlokációját figyelték meg inzulinkezelés után (Heidenreich és

mtsai, 1990; Ishizuka és mtsai, 1992).

Sokkal egyértelmübb eredmények támasztják alá az inanlÁ receptor fehérje kináz
C által történö foszforilációját és inaktiválód^át (Takayama és mtsai, 1988). Igy a
fehérje kÁáz C részt vehet az tnanlinhaás terminációjában is.

Inzulin hatása a H+ , Na* és Kt ionok koncentróciójára
Inzulin haására a kálcium ionokénál sokkal egyértelmübb változísok zajlanak le

az egyérteki kationok sejten belüli metabolizmusában. A Na+ ionok fokozott
be.íramlását legalább három mechanizmus segíti eló: inzulin aktivált kation-csatorna
(McGeoch és Óuidotti, 1992), Na+/Ca2+- {s Na+/H+-exchanger
(Mene és mtsai, i991; Klip és mtsai, 1988). Az utóbbi két ioncsere-folyamat horrájá-
rul a sejten belüli kálciumkoncentráció csökkentéséhez (ld. 20. ábláz-at) és a sejt
inzulin haására bekövetkezö alkaliniációjához is. A megnövekedett Na+-influx
ellenére a sejten belüli Na+ koncentráció feltehetóen csak kismértékben válto-
zik inzutin baására, hiszen a hormon a Na+iK+-ATP-áz alfa-2lbéta-I izo-
formáját egy eddig közelebbról meg nem haátozott sejten belüli 'pool"-ból a p|azma-
membránba juttatja, ami a sejtfelszíni Na+-pumpa aktiválásához vezet. A
Na+/K+-ATP-áz aktiválódásának hatására az inzulin által stimulált sejtek
K+ felvétele is megnó (Hadden és mtsai, 1972; Omatsu-Kanbe és Kitasato, 1990;

Hundal és mtsaii 1992).
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2.3.2. hz inzulín kiváltotta jel lehetsQes útjai a sejhnagig

Az inzulinreceptort a hormon kiváltotta jel két lehetséges úton képes elhagyni:
vagy a receptor inzulinffiggö tirozin-kináz aktivitísát felhasarálva a tirozin-kináz
szubsztrátjain keresztiil terjed tovább, vagy a receptor konformációváltozÁsát étzéke-
lö effektorok (pl. a 2.3.1. fejezetben részfetezptt GTP-kötö fehérjék) segítségével
fejti ki haűsát (ld. 58. old., 1,3. ábra). Az alábbiakban elöször az i:rzulinreceptor
tirozin kináz szubsztrátjainak szerepét foglalom ósszp a jelátviteli mechanizmusban,
rnajd, az inzulinfiiggó fehérje tlnázkaszkádot ismertetem, r6viden kitérek a hormon
citoplazmatikus ('metabolikus') hatásaira és a fejezet végén áttekintem a receptor
lntemalizaciójának szabály ozÁsát.

Az inzulinreceptor tirozin kináz szubsztrátjai
A közel egy évtiztÁe folyó szorgalmas kutatások lassan de biztosan 5zinfe, minden

szóbajöhetó fehérjéröl bebizonyítják, hogy valamilyen körülmények közdtt az inzulin-
receptor szubsztrátjaként viselkedik. Sokkal nehezebb annak az eldöntése, hogy az
adott fehérje vajon részt yesz-e az inzulinfilggö jelátviteli folyamatokban, vagy
tirozin-foszforilációja csak véletlen egybeesés, esetleg a kísérletezó rafrnéiáját
bizonyítő mütermék. Az eddig feldedtett szubsztrátok (szubsztrát-jelölte§ messze
nem teljes lis!íját a 21,. áblázatban adom meg.

szubsztrát Lehetséqes szerep

Fonbsabb in vivo szubsztrátak
inzulinreceptor béta alegység
IGF-I receptor
pp]_85 (IRS-D
pp18o (fosz fotjrozin-fos zfatÁz?)
pp120 (ekto-ATP-áz)
pp6o (GTP-kötö fehérje ]
pp15 (zsírsav/Ca-kötó fehérje)
üpokortin 1
kalmodu]-in (X
cA M P- f os zfo díés zter áz

Fonbsabb in vitro szubsztrátok
tubulin, fodrin
k].atrin
progeszteron receptor
GTP-kötö fehérjék

receptoraktivá].ás
keresztaküvá]-ás
PT-3-kináz kötés
szignál-terrnináció
? (epesavtranszportl
?
?
?
C a-af finitás-válto z ás
cAMP-lebontás

Q

21,. áblázat Az inzulinreceptor szubsztrátjai (Beguirrot és mtsai, 1988;
Zick, 1989; Kasuga és mtsai, 1990; Formisano és mtsai, 1991; Goren
és Boland, 1991; Goren és mtsai, 1991; Roth és mtsai, 1992; alap-
ján) IRS I : inzulin receptor szubsztrát I; Pl-3-kináz : foszfati-
dil-inozito1-3-kináz
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A 2L. ábláz,atban természetesen nem ttintettem fel aznkat a szr-ónl /treonin ol-
dallrincokon foszforilálódó fehérjéket, amelyek a késöbbiekben ismertetett inzulin-ak-
tivált fehérje kináz-kaszkád müködésének eredményeként vá|toztatják meg foszforilác!
ós állapotukat. Az áblázatban szereplö in vivo szubsztrátok többségét metodikai
okokból molekulatömegük alapján nevezték el. Ez sok esetben zavarolr,hoz is vezet,
hiszen kíilönböó sejtekben az egyes szubsztrátok SDS-poliakrilamid géIen mutatott
mozgékonysága más (így a "pp185" 155-tól 190-ig bármi lehet), és az egyes "családok'
(pp185, ppI2O, pp60) több, egymá§tól kiilönböá febéíJét is tartalmaznak.

A21,. áblánt in vivo szubsztrátjai közti az elsö maga az inzulinreceptor
béta alegysége. Mint a 2.3.1,. fejezetben említettem, a receptor nagymértékü autofosz_
forilációja tirozin-kináz aktivitásának elengedhetetlen feltétele. Ugyancsak az e|ő-
ző fejezetben volt sá arról, hogy az inzulinreceptor más növekedési faktor recepto_
rokkal, így pl. az lazrtúinszprü növekedési faktor (IGF-D receptorral heterodimert
képeáet. Ilyen esetben a receptorok keresztfoszforilációja is végbemegy.

Az inzulinreceptor szubsztrátjai közril a 185 kDa könili molekulatömegűröl
(IRS-I) tudunk a legtöbbet. A fehé{ét Sun és munkaársai (1991) klónozák és szekve-
nálták. Az IRS-I vizsgálaÁ során kiderült, hogy a fehérje sámos YXXM részletet
tartalrnaz, amely tirozinon foszforilált formában az SH2 (src tirozin kináz Z-es homo-
lóg) domain-t tartalmazn fehérjék kötésére alkalmas. Hasonló YXXM motír,umokat a PDGF
és más növekedési faktor receptorokban korábban már felfedeztek. Azokban az esetek_
ben a foszforilált YXXM részletek a foszfo|ipáz-C-gamma, a GTP-áz aktiváló fehérje
és a foszfatidil-inozito1-3-kináz (PI-3-kináz) megkötésére voltak alkalmasak. A
kötött fehérjék ezzltal könnyen elérhetóvé váltak a receptor-tiro"in bjnáz szárnáta,
amely tirozinon foszforilálva aktiválta m0ködésüket. Az inzulin receptor nem csak
abban kiilönbözik a többi növekedési faktor receptortól, hogy az YXXM motívumokat nem
saját magán, hanem egyik legjelentösebb szubsztrátján hotdorr^, hanem abban is, hogy
tartós asszociációtl /tírozin foszforilációt é§ aktivációt a nszokásos" három fehér-
je közül csak a foszfatidil-inozito1-3-kináz mutat (Endemann és mtsai, 1990;
Ruderman és mtsai, 1990; l,avan és mtsai, 1992i Yonezavta és mtsai, 1992; Backer és
mtsai, 1992). Az inzulinreceptor juxtamembrán régiójának mutációi arra utalnak, hogy
a pp185iPl-3-kináz komplex a receptor e régiójához kötódve vehet részt a jelátvitel-
ben (Kapeller és mtsai, 1991). Pronk és munkatársai (1,992) eredményei szerint a
GTP-áz aktiváló fehé{e is átmeneti, laza komplexet képeáet az inzulin receptorral.
Az eddigi adatok a fenti két fehé{ével szemben egyértelmüen cáfolják a foszfolipáz
C-gamma receptor/pp185-asszociációját, foszforilációját és aktivációját inzulin hatí-
sára. Ezek a megfigyelések össáangban vannak arr^l, hogy az lnanlÁ legfeljebb csak
marginális váltoásokat okoz a "klasezikus" foszfatidil-inozitol anyagcserében és
eÁltal a sejten belüli kálciumkoncentrációban. A Pl-3-kináz pontos szerepe a jelát-
viteli mechanizmusokban nem ismeretes. Ujabb adatok arra utalnak, hogy a ras fehérjé-
vel aasznciált fornuíban működó enzim a citoszkeleton növekedési faktorok haására
bekövetkeó váltoásainak egyik fontos kiindulási pontja lehet (Sjolander és mtsai,
1991).
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A fentiekben ismertetett IRS-I 'sztori' a 185 kDa körüli inzulinreceptor szubsz-
trátok "történetének" csak az elsó fejezete, hiszen Miralpeix és munkatársai (1992)
egy második pp185-öt (IRS-ID is karakteriáltak és nemrégiben egy hasonló molekula-
tömegrl 1o."f6lil6zin foszfaázt is azonosítani sikerült (Goren és Boland, 1991;
Formisano és mtsai, 1991).

A2I. áblá:zrt sámos kérdöjelet ártalmaz. A közelmúltban az inzulinreceptor
szubsztrátok körül kibontakozott vi&ík egyik legérdekesebbike a kalmodulin in
vivo tiroan-íoszforilációját vitatta. A fehérje in vitro foszforilációjához
egy bázikus kofaktor (pl. poli-lizin) jelenléte szükséges, amely eddig ismeretlen
in vivo vá|tozatá,aak sejttípustól és esetleg más szignáloktól is fiiggó elérhetö-
sége magyarázhatja a kalmodulin in viyo foszforilációja során kapott eltéró ered-
ményeket (Colca és mtsai, 1987; Fujita-Yamaguchi és mtsai, 1989; Blackshear és
Haupt, 1989; Sacks és mtsai, 1992).

Összefoglalva megállapítható, hogy az inzulilreceptor szubsztrátjainak egyre
növekvö családjában "még nem született meg a trónörökös", azazegyelőre elég kevés
fogalmunk van arról, hogy a ktilönböá szubsztrátok pontosan milyen mechlnizmussal
járulnak bozzá az inzulinfilggö jelétviteli mechanizmusokhoz (ld, 2t. ábláz:;t kérdó-
jelei).

Az ittzulin dltal alaivólt fehérje kináz kaszkád
Az l':nzlulÁ hatására végbemenö foszforilációs folyamatoknak a fentiekben ismerte-

tett, közvetlenül az inzulinreceptor tirozin-kinááoz kapcsolódó rész.e csak elenyé-
szö töredéke, A receptor hormonfiiggó aktivációja egy fehérje knáz kaszkád aktiváció-
jához vez.et, amely felfedezése és részleges feldedtése egyik oka volt arrnak, hogy
I992-ben az orvostudományi Nobel díjat Edwin Krebslek és Edmond Fischerlek
ítélték oda.

Az inzulin álüal aktivált fehérje lr*tnáz kaszkád eddig feldedtett fóbb elemeit a
L4. ábrfu mutatom be. Mint látható, az inzulinreceptorhoz kapcsolódó inzulin-recep-
tor szubsztrát-I/foszfatidil-inozito1-3-kináz és a ras/ /GTP-áz aktiválő fehérje
komplexek, eddig pontosan fel nem dedtett mechanizmussal, együttesen vezetnek a raf
kináz konformációváltozáson alapuló aktiválódásához. A raf kináz a mitogén aktivált
protein Yjnáz-knázt (MAPKK) foszforilálja, amely ilymódon aktiválódva hasonló mecha-
fizmussal aktiválja a mitogén aktivált protein kinázt (MAPK-t). Ezen utóbbi enzimnek
legalább négy különbőzó iznformája ismeretes, amelyek mind megnövekedett treonin/ti-
rozin autofoszfoi|ációra képesek a MAPKK által kata|izalt foszforilációjuk haásá-
ra. A MAPK centrális szerepet tölt be a jelátviteli folyamatokban. Tirozin-autofosz-
forilációjának feldedtéséig atl az enzimet hitték annak a "kapcsoló" (switch) enzim-
nek, amely a tirozin-kináz receptoroktól kapott direkt jelet (tirozin foszforiláci_
ót) szerin foszforilációvá alakítja (Seger és mtsai, 1991; Wu és mtsai, 1991). Mint
a 14. ábra is mutada, a helyznt az eddig megismert eredmények szerint némileg bonyo-
lultabb. A MAPK az egytk (a 92 kDa-os) 56 kináz foszforilációja mellett közvetlenül
vezet sámos transzkripciós faktor, így a myc és a jun foszforiláción alapuló aktivá-
lásához (ld. 22. old. 4. áblánt). A MAP klnáz a raf foszforilációjával segíti an-
nak aktivációját, így egy pozitív visszacsatolással erósíti meg a ktnáz-kaszkád mükö-
désének fenntartását.
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14. ábra Az inzulin áItal aktivált fehérje kináz kaszkád (de Vries-Smith és
mtsai, 1992; Kyriakis és mtsai, 1992; Howe és mtsai, l99Z, valamint Mukhopadhyay és
mtsai, 1992 alapján) GAP : GTP-áz aktiváló fehérje; IRS-I : inzulin receptor szubsz-
trát-I; PI-3-K : foszfatidil-inozito1-3-kináz; raf : raf kinázi PP2A : foszfoprotein-
-foszfaáz 2A; MAPi(K : mitogén aktivált protein knáz-tlnáz; MAPK : mitogén aktivált
protein kináz (másnéven erk -- extracelluláris szignál által regulált ktnáz); PTP :
foszfotirozin-foszfaáz; RSK-II : S6-kináz II (92 kDa); RSK-I : 56 kináz I (70 kDa)

A MAP ktnázt a MAP kináz-kináz mellett a cdc2 kináz is képes aktiválrri (Thomas,
1992), A cdcZ klnáz és más, eddig fel nem dedtett fehérje kinázok együttes foszfori-
lációja vezat az l-es típusú 56 kináz (RSK-I, 70 kDa) pszeudoszubsztrát-domain-ja
által megvalósuló enámgátlás alóli felszabadításához (Mukhopadhyay és mtsai, 1992).
A sejtekben mindkét S6-os kináz idóben kétfázisú aktivációja figyelhetö meg ftb.
5-15 perc uáni maximummal és 60 perc köriil kifejódó tartós hakíssal). A fehérje
k:ráz C aktiválásához hasonlóan két hullámban megvalósuló aktiváció mechanizmusbeli
kíilönbségei nem ismeretesek (Szamel, 1992; Erikson, 1991).

Inzulin hatására a |4. áWál bemutatottaknál jóval több szerin/treonin kináz
aktivációja zajlik le. Sajnos a fennmaradó kinázok közül keveset jellemeztek annyi-
fa, minf pl. a kazein kináz II-ót, aho| az aktiváció feltehetöen a foszfatidil-inozi-
tol-glikán specifikus foszfolipáz C által felszabadított foszfoinozitid-glikánon
keresztiil valósul meg, így e kinázok beillesztése a fenti kaszkád-mechaniz6p56" -"
még nem megoldható (Czech és mtsai, 1988; Alemany és mtsai, 1990).
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A fehérje kináz kaszkád "kioltásáról" (az inzulin-okozta jel terminációjáról)
mind foszfo-szerin(treonin), mind foszfo-tirozin ámaűsponhí fosdofehérje foszfatá-
zok gondoskodnak. E foszfaámk némelyike inzulin hatására maga is aktiválódik, haté-
konyan szolgálva a foszforiláción alapuló jel regulációját, illetve az S6-kinázoknál
felfdezptt bifázisos aktiváció kialakulását (Chan és mtsai, 1988/b; Meyerovitch és
mtsai, 1992).

Áz ínzulin hatasai a citoplaznában ('metabolikus" hatasok)
Értekezésem &írgykörétól egy kicsit kívolabb esik az inzulin változatos citoplaz-

matikus hatásainak összefoglalása. Mégis, a terület fontossága miatt úgy éreztem,
hogy nem tehetem meg, hogy legalább vázlatosan ne ejtsek szÁt az inzulin ezen haása-
iról, amelyek a hormon élettani jelentósége és a cukorbetegség etiológiája szempont-
jából kulcsfontosságúak.

Inzulin hatására sámos transzportfolyamat, így p|. az előó fejezetben ismerte-
tett iontranszport, az aminosavtranszport és a cukortranszport aktiválódik. A fenti-
ek mellett jónéhány, az intermedier anyagc§ere szempontjából kulcsfontosságú enzim,
így pl. a glikogén glinflz, a hormon sznnzitív |ipáz, a piruvát dehidrogenáz, az
acetil-koenzim-A-karboxiláz és az ATP-citrát-liáz aktivitása módosul inzulinkezelés
uán. A hormon az intermedier anyagcsere módosításai mellett a fehérjeszintézis akti-
vációjára is képes (Rosen, 1987; Czech és mtsai, 1992).

Az inzulinreceptor internalizációj a
A receptorok ntemalizacióját ("down-regulációját") általában a receptorhatás

extracelluláris szabá|yozásának egyik fontos elemeként szokLík sámon tartant. Az
inzulin sejtmagbeli hatásaival foglalkozó fejezetben azért indokolt mégis e folyamat
részletesebb tárgyalása, mivel az inzulin nukleáris haLísainak egy észn minden bi-
zonnyal a sejtmagba trans4ortálódó inzulin fiiggvénye, az inzulinreceptorok interna-
liÁciőja pedig az inzulin sejtmagba juttaüísának mai ismereteink szerint kikerülhe-
tetlen eleme (ld. még Z.3.3. fejeznt).

Az inzulinreceptorok internaliációja két, egymástól részben független mechaniz-
mussal folyik, Alapállapotban Qds -éhezési- inzulinkoncentráció) az Átemalizáció
feltételeáetóen a kaveolákon kereszhil történik és nem igényel semmiféle ktilönleges
elemet a receptor szerkezetében. Inzulin haására az intemalizÁció sebessége sámot-
tevóen megnö, a többlet-intema|izacíóért egy burkos vezikulákat (coated pit) igény-
bevevó aktív folyamat felelós, amely igényli az inanlirlre*eptor autofoszforilációját
és a béta alegység érintetlen juxtamembrán domain-jét (Backer és mtsai, I99Ilb;
Rothberg és mtsai, í992). A receptorok intemaliációját keresztkötésük islelósegí-
ti, feltételeáetően az elsó, kaveolákat "használó" folyamat aktiváláMval (Knutson,
1991; Rothberg és mtsai, 1992).

Az endoszómákban a savasodó pH hatására az inzulin disszociál és egy SH-proteáz
közremüködésével javarészt elemésztódik. A receptorok jelentós részét "üres" állapot-
ban a sejt a plazmamembrán felszínére juttatja vissza. Az inzulinreceptorok másik
fele (a félig lebontott inzulinnal együtt) a lizoszómáIis fehérjelebontás 'ádozata"
lesz. Az internaliáció kezdeti szakasában a "töltött' receptor aktív tirozin klnáz-
ként viselkedik, amely fontos eleme lebet az inzulinreceptor sejten belüli szubsz-
trátjai foszforilálásának (Knutson, 1991). A sejtmagba jutó inzulin endosómíkból
való "megszökésének' mechani7mr§a jelenleg még nem ismeretes.
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2.3.3.Innl1rin hatásai a sejfunagban

Inzulin a sejtmagban
Elóször Lee és Williams (1954) sámoltak be arról, hogy rádioaktívan jelölt inzu-

lin a mikrosámafrakción Krul m.íjsejtek sejtmagjában is megtalálható. Kezdeti ered-
ményeik után a hetvenes évek második felétól kísérletek egész sora bizonyította,
hogy az inzulin eljuthat és nagy valószínüséggel el is jut a sejtmagba (Horvath és
mtsai, 1975; Goldfine és Smith, 1976; Goldfine és mtsai, 1977la, 1978; Vigneri és
mtsai, 1978; Lolait és Toh, 1980; Smith és Jarett, í987; Peralia-Soler és mtsai,
1989; Thompson és mstai, 1989; Smith és Jarett, 1990; Harada és mtsai, 1992). Az
inzulin sejtmagbeli elhelyezkedéséról alkotott kép a fenti nagysámú adat ellenére
sem teljesen egyértelmü, ugyanis pl. Carpentier és munkatársai (1979) nem találtak
sámottevö je|zett inzulint a sejtmagban.

Az inzulin útja a sejtmagig nem ismeretes. Podlecki és munkatársai (1987) ered-
ményei ellenére, akik az inzulinreceptornak a sejtmagba juását mutaták ki izolált
hepatocitákon nem valószínfi, hogy a plazmamembrá,néhoz hasonló inzulinreceptorok el-
jutnának a sejtmagba (Goldfrne és mtsai, 1977 lb; Peralta-Soler és mtsai, 1,989). Az
inzulin felvétele mind receptormediáltan, mind pedig fluidfázisú endocitózis révén
megvalósulhat. Az inzulin útját a citoplazmrin keresztíil ya|§5zínűleg több, egymással
kompetáló, a lizosómákat elkenilö, de a Golgi-rendszert részben érintó folyamat
segítheti (Smith és Jarett, 1990; Harada és mtsai, 1992). A sejtmagba jutott inzulin
nagy affinitísú, fehé{etermészert kötöhelyei a sejtmag mátrixához, a heterokromatin-
hoz asszociáltak (Vigneri és mtsai, I9'I8; Peralta-Soler, 1989; Thompson és mtsai,
1989).

A sejtmagba jutott inzulin haásai egyelóre nem tlszázottak. Miller (1988) és

Lin és munkaársai (I992lb) adatai szerint a nukleáris inzulin közvetlenül részt
vesz az RNS-szintéásének aktiválásában, a génexpresszióban. Az idézptt két kutató-
csoport adatai azt a feltéte|ezÉ,st valószírrüsítik, hogy az tnnrlÁ nem (csak) a plaz-
mamembrán-receptor aktiválásán keresztül szabályozza a génexpressáót, hanem a szte-
roidhormonokhoz hasonlóan transzkripciós faktorként, illetve transzkripciós faktort
aktiváló anyagként is müködik. Az inzulin haására a sejtmagban lezajló folyamatokat
a 15. ábrán foglalom össze.

I nzuli n hat as ai a s ej tmag translportíolyamat aira
Inzulin hatására megnö a sejtmag pórusain keresztiil a makromolekula (dextrán)

transzport (Jiang és Schindler, 1986; 1988; Schind|g1 és Jiang, 1987; Peralta-Soler
és :ntsai, 1992). A jelenség pontos mechanizmusa egyelóre nem ismeretes.

Többet tudunk az tnanltn RNS-transzportot stimuláló haűsáról. Ahogy azt már a
15. oldalon említettem, az mRNS transzport szabályozÁsálLrk fö eleme a 40 kDa-os nuk-
leozid-trifoszfaázbó| (NTP-áz) és a 110 kDa-os poli-A felismerö fehérjéból (p110)
álló transzport-komplex, amelyet egy eddig nem azonosított sejtmagbeli fehé{e fosz-
faáz aktívál. A foszfaáz aktiviása -és így az mRNS transzport sebessége-- inzu-
lin haLísára megnö (Purello és mtsai, 1983; Schróder és mtsai, 1987; 1990).
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15. ábra Inzulin hatásai a sejhnagban (Purello és mtsai, 1983; Schröder és

mtsai, 1987; 1990; Friedman és Ken, 1988; Miller, 1988; Peralta-Soler, 1989;
Crouch, 1,991; Feuerstein és Randazzo, 1991; Lin és mtsai, I992/b; Csermely és

Kahn, 1992i valamint Csermely és mtsai, I993lb; nyom:ín) NTPáz/pp11O : rrrRNS-
transzport rendszer; MAP kináz : mitogén aktivált fehérje kináz; RSK-II : 92 kDa
56 kináz; Gi : pertussis toxin érzekeny adenilát ciklát gátló GTP-kötó fehérje

Saját eredményeink szerint (ld. 5.3.3. fejezet) inzulin kis koncentrációkban a
nukleolin foszforilációját és ezze| párhuzamosan a (mindg1 valószinúség szerint)
rRNS transzport indukcióját okozza (Csermely és mtsai, í993lb). Igy az inzulin a
sejtmagon belül feltételeáetóen sztérikusan elválaszott, fehérjék foszforilációját
és defoszforiláciőját igényló folyamatokkal az rRNS és az mRNS transzportját egya-
ránt megnöveli (ld. részletesebben 6.4. fejezet)"

Inzulin hatdsai a sejtmagbeli fehérje fosdoriWcióra
Folyamatosan növekszik amknak az naJln haására a sejtmagban foszforilálódó

fehérjéknek a száma, amelyeket azonosítani is lehetett. Az ismert fehé{ék listájába
jelenleg a lamin, numatrin, nukleolin és jónéhenl kettóssálú DNS-hez kötödö fehérje
tattozjk (Friedman és Ken, 1988; Feuerstein és Randazzo, 1991; Suzuki és mtsai,
1991; Csermely és Kahn, 1992; Csermely és mtsai, I993lb).

Inzulin hatására egy soklépéses fehérje knaz kasrkád aktivációja figyelhetó meg

0d. 14. ábra). A §zerepet játszó klnámk közül a kazr,in ktnáz II, a MAP kináz, a 92
kDa-os 56 kináz és a cdc2 kináz sámottevó mennyiségét mutatLík ki a sejtmagban
(Krek és mtsai, 1992; Sanghera és mtsai, í992; Pele*h és Sanghera, 1992; Chen és

mtsai, 1992; Riabowol és mtsai, 1989; Bailly és mtsai, 1989); a kazein klnáz II, a

kazein kináz ll

MAPK, raf
RsK-ll

mRNs rRNs
clToPLAZMA

NTPáz/p1 10
defoszforiláció

cdc2kinéz

sRF?
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MAP kináz a 92kDa-os 56 kináz (RSK-II) és a raf pedig aktivációjuk után a sejtmagba
rendeádnek át (Cochet és mtsai, 1991; Chen és mtsai, 1992; Blenis, L991,; Pelech és
Sanghera, 1992; Rapp és mtsai, 1988). A fenti eredményeket a 14. ábrával összevetve
látható, hogy az inzulin álial aktivált kináz-kaszká6] szinte minden eddig felded-
tett tagja a sejtmagban is elófordul, illetve inzulin hatására oda bejut. Nagy való-
színúséggel megiósolható, hogy a láo.c btánym "darabjainak', a MAP-kináz-kináz-nak,
illetve a 70 kDa-os 56 kinámak (RSK-I) a sejtmagbeli lokaliációja, illetve a sejt-
magba való transzlokációja rövid idón belül bizonyíLíst fog nyerni. Mivel a transz-
lokálódó kinázok legtöbbje nukleáris lokaliációs szignált nem tartalmaz, a sejtmag-
ba jutásuk mechanizmusa feldedtetlen folyamat. Ugyancsak nem ismert, hogy vajon a
raf tjnáz-e az ilzglinreceptorról kiinduló szignál-kaszkád elsó tagja, amely bejut a
sejtmagba. Ebból a szempontból figyelemre méltó Crouch-nak (1991) az a megfigyelése
amely szerint inzulin hatására a pertussis toxin érzékeny Gi fehérje alfa alegysége
is a sejtmagba rendezódik át.

A fehérjefoszforilációs folyamatokat a kinázok mellett foszfofehérje foszfaázok
is szabályozni képesek. Purello és munkatársai (1983) megnövekedett sejtmagbeli fosz-
fofehérje foszfaáz aktiviásról sámoltak be inzulinkezelés után. Az indukálódó
enzimaktiviüís legesélyesebben az inzulinfiiggó foszfofehérje-foszfatÁz 1-töl sárma_
zik, amelynek sámottevó mennyiségét sikerült a sejtmagban is kimutatni (Chan és
mtsai, 1988/b).

A fenti váltoások esetében nem minden esetben tiszámtt az a kétdés, hogy a
lnilönböó enzimek aktiválóűsa a plazmamembránban helyet foglaló inzulin receptorról
induló kaszkádfolyamat egyik végállomása, vagy a sejtmagba került inzulin "direk-
tebb" haásának következménye. Könnyen elképzelhetó, hogy a következö évek kutaásai
e két folyamat egymást kiegészítö és szabályozó szerepét fogiák felárni.

Inzulin hatasai a génexpresszióra
Inzulin baására a már eddig megismertek közül is több tucat gén indukciója,

vagy expressziója valósul meg (O'Brien §5 §lnnner, I99l). Az elmúlt években sámos
olyan génszekvenciát sikenilt felismerni, ame|y az inzulinfiiggö génexpresszióért
felelós. Igy a közelmúltban a fos, a foszfoenolpiruvát karboxikináz, a glicerinalde-
hidfoszfát dehidrogenáz és a glukagon gének nanln-érzekeny szakasÁt haározák
meg (ld. 22. áblázz;t). A áblázatból látható, hogy a mininr.ílis konszenzus szekven-
cia a G(c)GCCTG(o) hexamer, amely mind az inzltrJin által indukált, mind pedig a rep-
ressált gének promotet régiőjábal megtalálható. Ebböl az a következtetés is levon-
ható, hogy (a szteroidreceptorhoz hasonlóan) az Áanlin feltehetöen ugyanannak a
transzkripciós faktornak a segítségével fejt ki ellentétes haásokat lctilönböó gének .
expressziójára. A fenti inzulinfiiggö gélsz*asz egy sor más, inzulin által indukált,
vagy gátolt gén promoter régiójában is megtalálható (Nasrin és mtsai, 1990; O'Brien
és Granner, 1991).
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Gén szekvencia Irodalrni hivatkozás

rndukció
fos
GAPDH

Repressziő
PEPcK
glukagon

ATGGCCATATTAGGACATCSIunpo és mtsai, 19s8
GAGGCCTCAGG Nasrin és mtsai, L99o

TGGTGTTTTG
CAGGCCTGACTG

22. áblázat Inzulin specifikrs aktiváló szakaszok különbözó gének promoter
rQióiban PEPCK : foszfoenolpiruvát karboxikináz; GAPDH : glicerin-
aldehidfoszfát dehidrogenáz

Az elózóekben ismertetett sejtmagbeli foszforilációs folyamatok nagy szerepet
játsáatnak az nnlJln által szabályozott transzkripciós faktorok aktiválásában (ld.
4. áblázat,22. old.). Sajnálatos módon ilyen transzkripciós faktorok megbíáató
azonosítása mind a mai napig nem sikerült. Mivel az inanlÁ-érrskeny génszakasz kőz-
ponti, konszenzus eleme a fos gén promoter szakaszának szérum vá|asz elemével (SRE)
egybeesik, az :-oanltn által indukálható transzkripciós faktorok egyik jelöltje min-
denképpen a szérum response faktor (SRF). Az SRF §zerepe az tnz;tllÁválaszban annál
is valószinúbb, mivel DNS-kötése az nnúÁ által aktivált kazein knáz Ií haására
megnó (Gauthier-Rouviere és mtsai, 1991; Cochet és mtsai, 1991; Marais és mtsai,
1992). Nasrin és munkaársai (1990) valamint Prager és munkatársai (1990) gel-shift
assay segítségével az nanlin-érzekeny génszakasáoz kötö nukle"íris fehérjét (fehér-
jéket) tudtak kimutatni. A fehé{e (fehé{ék) molekulatömege a növekedési hormon
promotere esetén 70-80 kDa könili volt @rager és mtsai, I99O). Az inzulin-fiiggö
génexpressziő szzbályozzsának gyökeresen új mechalri7musát teszik valószínúvé Lin és

munkatársainak (I992lb) eredményei, akik szerint az inzulin a sejtmagba jutva,
transzkripciós faktorként, vagy transzkripciós faktort módosító tényezhként
direla mődon is szzbályozza az inzulinfiiggó gének expresszióját.

2.3.5. Lz inzulin sejfunagra gyakorolt hatásainak orvostudományi vonatkozásai

Az inzulin hatásmechanizmusának zav aráv al kapcsolatos leggyakoribb megbetegedés,

az tnaúin-reúsztencia és ezpn belül a nem inzulinfüggö diabetes mellitus
(non-iasulin dependent diabetes mellitus, NIDDM) káros hatásainak egyrnáshoz viszonyí-
tott jelentösége §em tiszámtt mind a mai napig (ld. McGarry, l99Z). Még kevesebbet
tudunk a betegség sámos formájának okairól. Az eddigi megfigyelések valószínüvé
teszik, hogy Murphy törvényének egy szomoní változata az NIDDM-re is alkalmaáató:
"ami az inzulin hatásmechanizmusában elromolhat, az el is romlik". cfegyuk hozzÁ: az
emberiség szerencséjére nem egyszeíTe.) A disszerníció formai követelményei (meghatá-

rozott hossza) miatt engedtessék meg, hogy az NIDDM szsrteágazÁ kóroktanából az aláb-
biakban csak azokat a biokémiailag is értelmeáetö elemeket ismertessem, amelyek az
inzulin sejtmagbeli haásaival valamilyen módon összefiiggésbe hoáatóak (ld. 23.
áblázat).

o,Brien és mtsai| 199oi L99L
phi]ippe, 1991-
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Inzuünhatás zavara Irodalmi hivatkozás

Inzul i nrecepbr/ rece pbr Rináz
inz ulin/inz ulinreceptor ellenes

autoanütestek
hibás inz ulinreceptor-proces sz álás
csökkent inzulinkötés
inzulinreceptor-kináz deficiencia
megnövekedett foszfotjrozin-

foszfatáz aktivitás

rnzttT i nreceptorhoz kaprso7t hatÁsok
Gi fehérje zavara
csökkent chiro-foszfoinoziüd-

gükán szekréció

í nz u7in / inzulinrece ptor proces s z áIás
csökkent receptor internaüzácií
me gnövekedett inz ulin- de gradáció
csökkent receptor reciküzáció
csökkent sejtrnagbelí inzuünköté.s

Becker és Roth, 1990
Becker és Roth, 1990
Becker és Roth, 199O
ZÍc,k, L989; Becker és Roth,
Boylan és mtsai, L992;
Meyerovitch é.s mtsai, 1_989

Gawler és rntsai, t987
KenningÉon és mtsai, t990

Becker és Roth, 1_990
Becker é.s Roth, 1_99O
Kadowaki és mtsai| I99o
Goidl, 1-979

L9s

23. áblázzt Az inzulin sejhnagra gyakorolt hatásainak lehetsQes zavarai nem
inzulinfúggö diabetes mellitusban

A23. tablántban feltüntetett lnilönböó mechanizmusbeli zavarok krilönbözö beteg-
ségtípusokban, sót lülönböá betegekben is másként fordulnak eló. Ugyanazon beteg
esetén az egyes folyamatok "elromlásának" aránya mind szövetról szövetre, mind pedig
a betegség ktilönböó periódusaiban ugyancsak kiilönbözö (Zick, 1989; Becker és Roth,
1990). A áb|ázztban összefoglalt adatokból látható, hogy az inzulinreceptornak a
(hasznos) mennyisége és/vagy kináz aktivinísa egyaránt lecsökkenthet az NIDDM külön-
böó formáiban. Ez a inzulinrecep161 1ilozin kináz szubsztrátjainak csökkent foszfo-
rilációján keresztül gátolhatja a receptor-asszociált ktnáz kaszkád aktiválóűsát és
ezaltal a sejtmagbeli fehérje foszforilációt, valamint zavarokat okozhat az inzulin-
receptor konformációs váltoásaiban, amelyek más jeláwiteli utak gátlását okoáat_
j,ík.

Ezen utóbbi, az inzulinreceptor konformációváltozísaitól fiiggö jelátviteli folya-
matok zavarára "jó" példa a sejtmagba is átrendeódö Gi fehérje diszfunkciója, vala-
mint a feltételezhetóen a sejtmagbeli kazein kináz II aktiválásában is szerepet ját-
sző chiro -foszfoinozitid-glikán NIDDM-ben lecsökkent mennyisége.

A sejtmaghoz direkt módon kötódö inzulinnak a jeláwiteli folyamatokban betöl-
tött jelentöségére utal az is, hogy keletkezése feltétele7ott mechanizmusának bármi-
lyen zavara esetén az NIDDM valamilyen formájának megielenése valószírrfisíthetö.
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3. Célkitüzések

A sejtmagban leaj|ó folyamatok szabá|yozásában a citoszolban megszokott elemek-
en (kompetitív és allosztérikus kölcsönhatások, poszttranszlációs módosíkísok, enzim-
komplexek, stb.) ttíl két alapvetöen új mechanizmus is jelentkezik: a szabályo"/sban
részt vevö molekulák elérhetösége (transzportja) és a sejtmag hihetetlenül komplex,
háromdimenziós rendezettségéból fakadó szabá|yozási lehetóségek. Az értekezesben
bemutatott krsérletekben e folyamatok szerepét vixgáltuk a sejtmag jelátviteli rend-
szereiben.

Az eukarióník nagy evolúciós elónyeinek egyike, hogy a fehérjeszintézis a DNS
replikációjától és transzkripciójától ellnilönrtetten megy végbe. Igy mód nyílik ar-
ra, hogy e folyamatok egymást a müködésükhöz szükséges molekulák (RNS, illetve hisz-
tonok és transzkripciós faktorok) elérhetöségével, a sejtmagmembránon keresztíil tör-
ténö transzportjával kölcsönösen szabályozÁ tudják. A sejtmagmembrán lehetóséget
teremt arra is, hogy kisebb molekulák (ionok, glutathion, stb.) egyenlötlen eloszlá-
sával a sejt más könilményeket teremtsen a sejtmagon belül, mint a körülöleló cito-
plazmában (ld" 2.|. fejeznt). Kísérletes munkámban ezek közül a kétértéh fémek meg-
oszlását és az RNS transzportját vizsgáltam részletesebben.

A sejtmagot a citoplazmától leginkább a benne összezsúfolt makromolekulák kom-
paktsága lnilönbözteti meg. A citoplazmához képest a sejtmagban nincs hely (egyedül a
fehé{ekoncenhági§ mintegy 200 mg/ml-es), így mind a transzkripció, mind a repliká_
ció szabályozasában az elemi részfolyamatok térbeli rendezettsége lctilönös jelentósé-
get kap. A "helyspórolás" és a védelem végett a DNS-t és (kisebb mértékben) az RNS-t
"össze kell csomagolni'. A replikáció és a transzkripció során az egyes szerkez*ti
elemek folyamatos 'ki- és becsomagolása" zajltk le az eukarióta sejtekben. Könnyen
belátható, hogy ezekben a folyamatokban a makromolekulák korrekt elhelyezkedését
segítö molekuláris chaperonok aktivitására még a citoplazmában tapasztalhatónál is
nagyobb szrikség van (ld. 2.2. fejeznt). A sejtmag molekuláris chaperonjai közül a
laminnal, a nukleolinnal és a 90 kDa-os hö-sokk fehérjével foglalkoztam.

Amennyiben snbályozasi folyamatokat kívánunk vizsgáIrri, legtöbbször az eredeti
egyensúly megzavarása uüín beálló váltoásokat követjük nyomon. Az értekezésben ösz-
szefoglalt kísérletek során két olyan "zavaró hatást' (a fehé{e kináz C-t aktiváló
forbol észtert és az inzulint) választottam, amely közismerten mélyreható változáso-
kat okoz a sejtmagban.
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Az elóóekben leírtakból kiindulva az elmúlt években folytatott és jelenlegi kutatá-
sainkban az alábbi két kérdésre kerestiik/keressük a választ:

1. Mi szabályoua a sejtmag transzportfolyamatait, ezen belül különösen az ionok-
és az RNS transzportját? (ld. 5.1. és 5.3.3. fejezetek)

2. Hogyan járulnak hozzÁ a sejtmag molekuláris chaperonjai a sejtmagbeli jelátvite-
li folyamatokho/! (ld. 5.2. és 5.3. fejezetek)

Kutatásaink jelen fáásában a sejtmag transzportfolyamatai köztil a kétértélrl fémek
megoszlásával és az rRNS transzportjával foglalkoztunk részletesebben. A szóbajöhetó
molekuláris chaperonok (hó-sok}r fehérjék, hiszton-kötó fehérjék, RNS-kötö fehérjék,
DNS-kötö fehérjék, ld. 2.2.2. fejeznt) közül pedig az eddigiekben a saját k-utatási

eredményeink elótt biokémiailag kevéssé jellemzett 90 kDa-os hö-sokk fehé{ét, vala-
mint a nukleolint és a lamin A/c-t szerepét és szabályozísát vixgáltuk.

Az értekezs,sben leírt kísérletek módszetanilag leginkább a fehérjefoszfori-
láció köré csoportosíthatóak. A fehérjék foszforilációs módosí&ísai talán a legelter-
jedtebb szabályom mechanizmust jelentik a sejten belül. A sejtmagbeli fehérjefoszfo-
riláció vizsgálata szeryesen egészíti ki azokat a nagy intenziással folyó kutaáso-
kat, amelyek a fehérje knáz C sejtmagba való transzlokációjának felfedezése után,
valamint a növekedési hormonok (EGF, PDGF, inzulin, stb.) által aktivált fehérje
kináz kaszkád sejtmagbeli elemei kimutatásával párhuzamosan beindultak.

Célkitüzeseink egy "tradícionális" (transzportfolyamatok) és egy gyökeresen új
(sejtmagbeli molekuláris chaperonok) kutatísi irány köré csoportosulnak. Mindkét
megközelítés sámos olyan eredménnyel szolgált és szolgálhat az elkövetkezendökben,
amely közelebb vüet minket a sejtmag legalapvetöbb folyamatai, a replikáció és a
transzkripció szabáIy ozásának pontosabb megértéséhez.

A 2.Z.5, valamint a 2.3.5. fejezetekben vázlatosan összefoglaltam a hó-sokk fe-
hé{éknek (molekuláris chaperonoknak), valamint az llnallin sejtmagbeli hatásainak
eddig feltírt orvostudományi jelentöségét. E kiragadott pélűk is bizonyítják, hogy
a célkitüáseinkben megfogalmazott kutatási irányok nagymértékben segíthetik sámos
kóros elváltozás, így a fertózésekkel, mérgezésekkel, hypoxiával, rákos elváltoások-
kal és az öregedéssel együttjáró zavarok, y6|4mint a nem inzulinfiiggö diabetes
mellitus etiológiájának megértését és --reményeink szerint-- korrekcióját.
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4. A felhasznált vizsgáIati módszerek összefoglalása

Bevezetésképpen elnézest szerebrék kérni az olvasótól, bogy az egyes felhasznáIt
módszerek részletes leírását az itt követkeó fejez*tben nem ismétlem meg, mivel azok
a mellékletként csatolt közleményekben megtalálhatóak. (A kísérleteket összefoglaló
5. részben az egyes 'receptek" mellékletbeli helyét pontról pontra jelölni fogom.) A
módszerekkel foglalkoá fejezetben a recephírák helyett inkább az egyes módszerek
beállítása során szerzett ápasztalatainkról, az adott módszer kiválasz&ísának oká-
ról, a vizsgálati módszer elönyeiról és hátrányairól szeretnék egy rövid összefogla-
lást adni. Az alábbiakban az egyes módszereket a árgyal'ás egységének megórzése cél-
jából j ellegük (biokémiai, §ejtbiológiai és analitikai) szerint csoportosítottam.
Amellett, hogy a tudomány interdiszciplinaÁzalódasának korában egy ilyen csoportosí-
tás természetszerüleg csak önkényes lehet, az 5. részben található kísérletekhez tar-
tozÁ mődszerek "összevadÁszÁsát" e csoportosíHs megnehezítheti. Az ebból fakadó eset-
leges kényelmetlenségekért újólag az olvasó elnézését kérem.

4.1. Biokémiai módszerek: sejtfrakcionálás, fehérjeizoláIás, fehérjefoszforiláció,
fehérje kináz aktivitás vizsgálata, foszfoaminosav-analízis, immunprecipitáció, immu_
nobIot

Sejtfrakcionálds
A sejtmaggal foglalkozó biokémiai vizsgálatoknak talr{n legkritikusabb pontja a

sejtmag megbíáató elkíilönítése a sejt többi részetól. Mivel a sejtmag mind az endo-
plazmatikus retikulummal, mind peÁig az intermediális filamentumokkal szoros kapcso-
latban áll (ld. 2.1,.1,. fejezet), ezt a fe|adatot maradéktalanul megoldani sajnos nem
lehet. A biokémikus ilyenkor ésszerü kompromisszumot kénytelen kötni, amely az esetek
többségében (így az ismertetett vixgálatok során is) a markerenzimekkel és elektron-
mikroszkóposan jellemzett sejtmagpreparátum 5-I0 %*s szrnnyernttségét jelenti (ld.
Csermely és Kabn, 1992; melléklet 31, oldal).

Tapasztalataink szerint a kis kiterjedésű endoplazmatikus retikulummal (nagy sejt-
mag/citoplazma aránnyal) rendelkeá sejtek, így p|. a timociák esetén a differenciál-
centrifugáláson alapuló sejtmagfrakcionálrfu a fenti kritériumok szerint "elegendóen
tiszta" preparáfumot eteÁményez (ld. Csermely és mtsai, I987/b; melléklet 11, oldal).
Kiterjedt citoplazmatikus organellumokkal rendelkeá sejtek (pl. hepatociák, adipoci-
ák) esetén Blobel és Potter (1966) módszerét követve, legalább még egy tisztí&ísi
lépést, a sejtmagok nem folyamatos cukorgradiensen keresztiili ülepítését alkalmazni
kell ahhoz, hogy a fenti kritériumoknak megfelelö tisztaságú sejtmagpreparátumhoz
jussunk (Csermely és Kabn, 1992; melléklet 31. oldal).
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16, ábra DNS-kötö foszfofehérjék izolálásának vázlatos menete (Alberts és
Herrick, 1971; valamint I-ee és mtsai, 1988 alapján; ld. Csermely és
Kabn, í992; melléklet 31. oldal)

Fehérjeizolálás
A kísérleteinkben alkalmamtt 90 kDa-os hö-sokk fehérjét (hsp90) Yonezawa és

munkatársai (1988) által leírt módszer szerint tisztítottuk (ld. Csermely és Kahn,
1991; melléklet 16. oldal). A módszer nagy el6nye, hogy felhaszrálva a hsp90 hidro-
fób sajátságait már az elsö két (butil- Sepharose-t és DEAE-cellulózt alkalmaá)
oszlopkromatográfiával igen tiszta termékhez lehet jutni. Segítségével egy patkány
májából 5-10 mg, 90-95 Vo-nál tisztább hsp90 nyerhetó, amely nem csak a biokémiai,
hanem az anyagigényesebb analitikai és biofrzikai vizsgálatokra is elegendó.

Az inzulin haására bekövetkeó sejtmagbeli fehérjefoszfoiláció vizsgálaára a
szokásos analitikai módszerek (pl. SDS-PAGE) a foszforilálódó fehérjék nagy szÁma
miatt nem nyíjtanak kell6 felbontást (ld. 5.3.1. fejezet).Ilyenkor vagy bonyolul-
tabb analitikai módszereket alkalmazunk (2 dimenziós gé1,2 dimenÁós óriásgél, 3
dimenziós gél, stb.), vagy a vizsgálandó minát elözetes tisztíásnak vetjük alá. Mi
ftelló türelmünk az elözhhőz ndm lévén) ez utóbbi eljárást választottuk. Abban a
reményben, hogy az inzulin baásáta foszforilálódó fehél'ék közül a génexpresszióban
fontos szerepet ját§zóak (pl. transzkripciós faktorok) képesek a DNS-hez való kötés-
re, a 32-P-foszfáttal jelzntt sejtmag-extraktumokat a 16. ábrán bemutatott folyama1-
ábra szerint egy kettóssálú DNS-t tartalmaző cellulóz oszlopon elözetesen megtisztí-
tottuk. Az eljáras nagymértékben alkalmas a zzvaró 'háttérfehérjék" kiszürésére (vö.
a 31. és 32. ábrákat,99. oldal), de alkalmazása sámos limitációt rejt magában: a
"küalászott' fehérjék némelyike nem csak a DNS-hez, hanem a cellulóáoz is köt
(Csermely és Kahn, 1992; mellék|et 33. oldal); az a|kalma:zott DNS bo{ú tímuszból
szÁrmazik, a sejtmag-extraktum egér (3T3442A sejtek) eredetü; végezetül pedig a DNS
npucérn, nem nukleoszómákba rendezett.

inkubálás szérummentes közegben
+ 32-P-íoszfát

(0.3 mCi/ml,2 óra)
-/+ inzulin (0-30 perc)

homogenizáció izotóniás
saccharóz pufíerben + ATP,

proteáz- és íosáataz-
inhibitorok jelenlétében

extrakció Triton X-100-zal +

0,6 M NaCl; tízszeres higítás

ar abszorpció

\/ osorus-cellulózon

l alaoos mosás
l

sDS-PAGE

' fr tisztítás cellulózon + poly-

// V (l-C)-cellulóz oszlopon
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Minilen bizonnyal a kísérleti metodika fenti limiLícióinak is köszönhetö, hogy
ezlnl a módszerrel leginkább a sejtmagban nagyobb mennyiségben jelenlévö rene4et
(lamin, nukleolin) inzulinfiiggó foszforilációját lehetett kimutatni és a génexpresz-
szióban részt vevó specifikus fehérjék (transzkripciós faktorok) kimutatása nem sike-
rÜlt (Csermely és Kahn, 1992; Csermely és mtsai, I993lb). (Altematív magyarázatként
természetesen az is elképzelhetó, hogy az inzulin hatÁ§ért felelós transzkripciós
faktorok, Így esetleg ínaga az inzulin nem foszfofehérjék, illetve nem változtatjrik
meg foszforilációs állapotukat inzulin hatására.) Az inzulin-specifrkus aktiváló
szakaszokat (ld. 22. áblázat, 72. oldal) tartalmazo affinitís oligo-DNS-oszloppal
(ld. Kadonaga és Tijan, 1986) végzntt kezdeti Ksérleteink sajnos a foszforilált
fehé{ék híl magas hátterét ereÁményezték, így a további vizsgálatokat a 7. részbel
leírt irányban kívánjuk folytatni.

F ehérj efo sdorildci ó, fehérj e ki ndz ala ivit ás viu gdlat a
A foszfofehérjék analíziséról a fentiekben már sát ejtettem. Fehéq'ék foszfori-

lációját in vivo, in vitro és "semi-in vivo" Iehet nyomon kövehri. Az
in vivo ksérletekben legtöbbszir izolált sejteket inkubálunk 3z-p-foszfát je\en-
létében. A specifikus aktivitís megnövelése érdekében az inkubáció á|talábal foszfát-
mentes médiumban folyik, ami különösen a hosszabb idóiartamot vizsgátó kísérleteknél
az in vivo jelleget eróteljesen megkérdójelezi. A foszforilált fehé4ék ellailöní-
tése során végig magas radioaktivinísú mintával kell dolgozni, ami speciális, eldob-
ható eszközokkel is kiviteleáetó módszerek alka|mazÁsát igényli. (I-ásd pl. a sejtek
felárasa I-ee és munkatársai, 1988 szerint egyszerhasmálatos injekciós fecskendó-
vel.) In vitro fehéqefoszforiláció vagy iznlá|t fehérje szubsztrát és fehérje
kináz segítségével, vagy részlegesen tisztított sejtfrakciókban, extrakfumokban tör_
ténhet. Ez utóbbi esetben a specificiást s foszforiláció körülményeinek alkalmas
megválasztásával (pl. Ca-ATP, vagy Mg-GTP alkalmaása a szokásos Mg-ATP helyett,
lásd 24. ábra, 91,. oldal) fokozni lehet. A semi-in vivo módsznr arra utal, hogy
sejteknek pl. streptolysin-O-val történó permeabiliálása után gamma-32-p_ATp-vel is
jó hatásfokkal lehet a sejt fehérjéit foszforilálni (Farkas és mtsai, 1993). A mód-
sznr azért csak "§emin, mert ilyen esetben nem lehetünk minden esetben biztosak ab_
ban, hogy a kérdéses fehérje kináz és szubsztrátja in vivo is kölcsönhatásba
lép-e egymással.

A fehérje kinázok aktiviásának meghatároása során a szokásos enzimológiai kér_
déseket kell megválaszplnunk: milyen enzimmel, milyen szubsztráttal, és milyen könil-
ménYek kÖÓtt dolgoannk. Az enzim tisztítáának kérdése lnilönösen olyan körülmények
közdtt válik fontossá, mint pl. a fehérje kináz C mérése, ahol egy lipidaktiválható,
részben membránkötött enzimet kell szolubilis, de lehetóleg nem denafurált formában
kinyernÜnk. Az említett pélűban az extraháláshoz szükséges detergenskezelést több
lépésben f,rnomítottuk (ld. Csermely és mtsai, 1988/a; Csermely, 1988 és Csermely és
mtsai, 1990). A kináz tisztíásának nagy hatékonyságú módszerét jelenti enzimaktivi-
ásr{nak specif,rkus antitesttel adott immunkomplexében való megha&írczása, A kellö
specificiású szubsztrát megválasztása is létfontossá$í lehet, így újabban a peptid-
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szubsztrátokat részesítik elónyben a regebben alkalmazott fehérje_szubsztrátok (pl.
hisztonok) helyett (Farkas és mtsai, 1993). A kísérlet körülményeinek helyes megvá-
laszkísával -a fehérjefoszforilációnál ismertetetthez igen hasonló módon-- a speci-
fici&ís tovább fokoáató.

F o s do am i no s av - an aIí zi s
Amennyiben vizsgálaiaink során mintáinkban szerin/treonin és tirozin -kinázok

egyanínt elöfordulhatnak, létfontosságívá válhat, hogy tudjuk, az adott fehérje fosz-
forilációja milyen oldalláncon következett be. A kérdés megválaszolásának legkézen-
fekvóbb módszere az kérdéses 1o5zfgaminosavakkal szemben termeltetett antitestekkel
történó immunoblot vizsgálat. Sajnos azonban a foszfo-szerin és a foszfo-treonin még
a foszfo-tirozinnál is rosszabb immunogén, így ilyen --nem-radioaktív- vizsgálatok
csak a tirozinon foszforilált fehérjék nyomonkövetésére alkalmasak. A foszfoaminosa-
vak arányát Cooper és munkatársai (1983) módszere szerint 6 N HCl-ban való hidrolí-
zis után határoztuk meg. Az elválasztásra alkalmazott magasfeszültségű --néha érthe-
tö, néha érthetetlen okokból nem sikeniló- elektroforézis helyettesítésére kísórle-
tet tettünk a Neufeld és munkatársai (1989) álüal javasolt vékonyréteg-kromatográfi-
ás eljárás bevezetésére is. Tapasztalataink ez utóbbi módszerrel még a hagyományos
módszerrel szprzetteknél is lesújtóbbnak mondhatók.

Immunprecipitdció, immunoblot
A modem biokémiai kutatás egyik nagy vívmánya az immunológiai módszerek alkalma-

zása egyes fehérjék kimutaásában és elválasztásában. Manapság már jópár esetben se
szeri, se száma az adott fehérje ellen termeltetett, vásárolható, vagy kérhetó ellen-
anyagoknak. Saját kutaásainkban eddig a hsp90, a lamin, a nukleolin, az 56 fehég'e
, a kaz*in kslLáz II, valamint a fos, jun, nukleáris faktor 1 (NF-l) és a szérum
response faktor (SRF) transzkripciós faktorok ellen termeltetett lailönbözó ellenanya-

. gokat alkalmaztuk immunprecipi&íciós, illetve immunoblot kísérletekben. Tapasztalata-
ink igen változóak. Sok esetben (pl. AC-88 hsp90 ellenes antitest, lamin ellenes
antitestek) az immunreakciók igen megbíáatóan, \a1y érákenységgel reprodukálhatóak-
nak bizonyultak, máskor viszont (pl. fos, jun ellenes antitesteQ bármilyen értékel-
hetö eredmény "kicsüolása" nagy nehézségbe ütközött.

Tapasztalataink szerint az immunprecipiLíciós kísérleteket minden esetben aspeci-
frkus immunoglobulinnal is el kell végemi, az immunkomplexhez nem specifikusan kötó-
dö fehé{ék kiszűrésére. Az immunprecipi&ítumok "végsö" eredménye a csapadék mosásá-
y3| 5zinte korlátlan határok között változtatható. Igy ernn kísérleteknél nagy gon-
dot kell fordítani a mosási lépések kellö megtervezÉsére, körüljárására. A Pierce
cég álÁl forgalmazott akt'lamid-protein A gömbök esetén a minták folyamatos ráza-
tása elengedhetetlen. Ugyanez a Calbiochem Pansorbinjával dolgozva nem sziikséges.

Az immunoblot eljárással történó detektálás során a másodlagos (krsérleteinkben
peroxidázzal konjugált) antitest az egytk kritikus pont. Tapaszralataink szerint a
DAKO, vagy BioRad termékek min§5§gg megbízható, ugyanezt amnban a legcsekélyebb
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mértékben sem lehet elmondani a sigma által szzllított "antitestekról'. A peroxiű-
zos technikák közül a legérzékenyebbnek és a legmegbíáatóbbnak az Amersham ECL de_
tekciós kit-je bizonyult, de jó tapasztalataink vannak a kobalt-kloridül érzékenyí-
tett diamino-benzidines módszerrel (Harlow és Lane, 1988, p. 509) és a szokásosan
alkalmazott 4-kloro-1,-nafto1-os technikával is (Csermely és Kah., 1992; Csermely és
mtsai, 1993/a).

4,2. Sejtbiológiai módszerek: sejtek tenyészt6e és differenciációja; ionok sej-
ten belüli koncentrációjának meghatÁrozása fluoreszcenciás úton és magmágneses rezo_
nancia méréssel, fehérje kináz C lokaliációja digiális képfelbontással

Felhasznólt sejtek
Kísérleteinket egér és nyíl timocitákkal, humán perifériális limfocitákkal, vala_

mint az NIH-3T3-442A adipocitává differenciálódó sejtvonallal végeztíik. Ez utóbbi
(nem differenciálódott állapofukban f,rbroblaszt típusú) sejtek az inzulinnal kapcso-
latos kutatások egyik kedvenc losérleti objektumai, ugyanis különösen differenciáló_
dott állapotban rendkívül sok inzulinreceptort tartalmaznak a felszínükön, valamint
differenciálóűsuk inzulinnal is kiváltható. kísérleteinkben a szokásos 5 tf. % szel-
dioxid koncentráció megdupláása a sejtek differenciációjához elengedhetetlennek
bizonyult. A sejtek az innilinhoz hason]óan jó arányban differenciálódtak
izobutil-metil-xantin és dexametazon együttes haására, ha a termékeket a Calbio-
chemtól szereztük be. Sigma vegyszerek alkalmaása általános sejthalálhoz vezetett.

I o no k s ej t e n b eltili ka n c e ntr á c i ój ónak me ghat ároais a
Roger Tsien a nyolcvanas évek elején fejlesztette ki a quin2-ót és a fura-2-ót,

az azóta gyors szaporoűsnak indult, sejten belüli ionkoncentrációk megbaározására
alkalmas fluoreszcens indikátorcsalád elsó két üagját. Korábbi kísérleteinkben fel-
hívtuk a figyelmet a módszer lehetséges buktatóira mindkét indikátor hasmálata ese-
tén (Csermely és Somogyi, 1987; Csermely, 1988; Tóth és mtsai, 1989). E kísérletek-
ben szprzstt tapasztalataink jó alapot teremtenek arra, hogy jelenleg folyó vizsgála-
tainkban a Forbes és munkatársai (1992) által kifejlesztett zinquin, cink specifikus
fluoreszcens indikátort teszteljük.

Cink ionok szabad koncentrációjának meghatározására a zinquin indikátor elótt
két módszer, a Smith és munkaűrsai (1983) által kifejlesztett 19-F-NMR mérésen ala-
puló F-BAPTA technika, illetve cink specif,rkus elektódok (Lindner és mtsai, 1992)
akalmazása szolgálhatott. Sajnálatos módon a F-BAPTA indikátor acetoximetil-észte-
rén alapuló eljárás kísérleteink tanulsága szerint nem volt elég érzÉkeny a sejten
belüli cink koncentrációk detektálására, de a módszer szabad cinkkoncentráció in
vitro ana|íúsére kiválónak bizonyult (ld. 5.1.1. fejeznt, valamint Csermely és
mtsai, 1989). A Dr. Pungor Ernó munkacsoportjában kifejlesztett cink specifikus elek-
tród jelenlegi formájának méréshatára sajnos a 100-200 nM-os mérési tartományban
van, ami egy-két nagyságrenddel magasabb a sejten belüli cinkkoncentráció feltételez-
hetó fiziológiás értékénél és a fehérje kináz C-t aktiváló szabad cink koncentrációk-
nál (ld. 5.1,.I. fejeze,t, valamint Lindner és mtsai, 1992).
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F ehérj e. kiná7 c lol<alizdciój a di g itdlis kepfelbo nt ás s al
A fehérje hjnáz C sejten belüli lokalizaciójára a nkonvencionális', sejtfrakcio-

nálással és a különbözi imenúmek ellen termeltetett antitestekkel történö analízis-
en krvül egyetlen in vivo módszer, a fluoreszcens TPA pl.: a 12(6-N-(7-nitrobenz-
-2-2-oxa-I,3-diaml4-yl)amino)hexano-il-forbol-aceüít (nitrobenz-TPA) fluoreszcen-
cia mikroszkópos vizsgálata alkalmas (Liskamp és mtsai, 1985). Ezirányí kísérletein_
ket Dr. Philip Grimley-vel (Uniformed Services University, Bethesda, MD, UsA) együtt-
mÜkÖdésben, egy ACAS 470-es késztiléken (Meridian Instruments, Okemos, MI, UsÁ) végez-
hik (ld. 5.1.1. fejezet).

4.3. Analitikai módszerek: fehérjekoncentráció meghatároás, röntgenfluoreszcencia-
-sPektrometria, plaznaemissziós spektrofotometria, cirkuláris dikroiznus mérések,
Fourier-trans zformált IR spektroszkópia

Fehérj eko nce ntráció me ghat ározas
42 éwel^ Lowry és munkatársai (1951) talán a világon legtöbbet idézett cikke

után nem gondolná az ember, hogy a biokémiai laboratórium egyik legfundamentálisabb
Problémája mind a mai napig a fehé{emeghaározás maradt. Mi magunk a kérdés komoly-
ságára elószÖr az egysrnrisége és érzrkenysége miatt közkedvelt Bradford (1976) eljá-
rás kapcsán dÖbbentünk rá, amelyet (mint az tapasztaltabb kutatók körében köztudoit)
szinte minden zavar. A fehérje klnáz C megbaározás és a fehérjekoncentrációmérés
Összeegyeztetésére tett Ksérleteink -hozzÁvetőIeges-- eredményét két közleményünk
(Csermely és mtsai, 1988/a; Csermely és mtsai, I99O) tartalmazza.

A fehérjekoncentrációmérés második, és még az elsónél is maradandóbb fricskáját
egY izolált, tiszta fehérje, a 90 kDa-os hó-sokk fehérje koncentrációjának meghatíro-
ása során kaptuk. A fehég'ével végzett cirkuláris dikroizmus mérések sámszerü kiér-
tékelése során az abszolút fehé{ekoncentrációtól nagymértékben fiiggö kiértékelé§i
módszer (Provencher és Glöckner, 1981; Provencher, 1982) a Bradford eljárással ka-
Pott adatokkal a cirkuláris dikroizmus spektrumok alakját és elemi biokémiai ismere-
tein}et figyelembevéve hüetetlen eredményeket produkált (selyemszerű, csupa
béta-redöból álló sznrkernt). Végezehil három fehéq'emeghaátoÁsi mód,szer és két
fehérjestandard kombinálásával jutottunk olyan adatokhoz, amely elfogadható strukhí-
rális összetételt eredményezett (ld. Csermely és mtsai, l993/a, melléklet 24. ol-
dal). A jövó krsérleti terveüez üartozik, hogy kjeldahl-féle meghakírozással eldönt-
sük (?), hogy a kiteq'edt savas és bázikus szekvenciákkal, hidrofób részletekkel
bíró fehérje tényleges koncentrációja megfelel-e az általunk jóhiszeműen feltétele-
zettnek.

Rönt g e n-fluoreszcencia-s peldrometria, plazmaemis sziós s p árofot o metri a
NYomelemek kimutaására és kvantitatív meghaározÁsára sámos nagyérzékenységű

eljárás ismeretes. Mi ezek közül kettót, a röntgen-fluoreszcencia-spektrometriát és
a Plazmaemissziós spektrofotometriát próbáltuk ki (Csermely és mtsai, 1987 la,b; mel-
léklet 5-14. oldal). Az elsó eljárás elónye, hogy roncsolásmentesen képes bizonyos
nyomelemek maghaüroására, így néhány lépéssel kevesebb esély adódik a minft[t1 s9-
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szrcnaYéásére, hátránya, hogy csak félkvantitatív adatokat smlgáItat. A plazmaemisz_
sziós sPektrofotometria a nyomelemek kura!ísának egyik legnagyobb hatású eszkőzn.
HÜetetlenÜl nagy érzékeoységében rejlik a hátránya is: az eredméayek |áttán az em-
ber még ott is hajlamos nyomelemeket és azok változásait észlelni, ahol kósza moleku-
lákon (fotonokon) Kvül vajmi kevés tényleges észlelendö akad. E módszerrel végzrtt
vizsgálataink során nagy megnyugvásunkra smlgált, hogy hat nyomelemet ki sem tud-
funk mutatrri, 14 (nyom)elemben pedig nyomát sem láttuk semmiféle váltoásnak. Továb-
bi öröm forrása volt, hogy a vizsgálható elemek köziil a maradék 6-ból egyedül a mag-
nézium teljes sejten mért koncentÁciója változott forbol észterrel történó kezelés
ut4n (CsermelY és mtsai, L987lb, melléklet 11-12. oldal). Az eredmények fenti "sivár-
sága' megbíáatóságukat támasztotta alá.

cirkulóris dilcroiunus merések
Fehé{ék cirkuláris dikroizmus mérésekkel történö sznrkez.etmeghaároÁsában az

elsÖ taPasztalatokat a szarkoplazmatikus retikulum Ca-ATP-ázanak vingálaával sz*,-
reztem (CsermelY és mtsai, I987lc). A 90 kDa-os hó-sokk fehérje ATF-ftiggö konforruíci-
Óváltozísának vizsgálatajó alkalmat nyújtott e nagyhatású vizsgálati e5aras ri;toti
alkalmaására. A cirkuláris dikroizmus mérések sajnálatos limiúciója, hogy nagy uv
abszorbcióval rendelkezó mintrík nem, vagy csak igen nagy pontatlansággal mérhetóek.
Ez éPPen a vizsgálni krv;ínt ATP magasabb koncentrációinak analíziset gatotta meg
(CsermelY és mtsai, 1993la; melléklet 24. oldal). A spektrumok kvantitatív értékeié-
sének problém,íiról már a fehé{ekoncentráció mérése kapcsán említést tettem.

A fehérjéken végzett cirkuláris dicbroizmus mérésekkel szerz,ett kedvezó tapaszta-
latok vezettek bennünket arra, hogy e módszert is alkalmazzuk a 90 kDa-os hó-sokk
fehé{e és a kromatin kölcsönha!ásainak tanulmányozÁsáta (ld. 5.2.4. fejezet). A
Z4O-től300 nm-ig terjedó cirkuláris dikroizmus méréseket széleskörben-hasarálják a
kromatin szerkezetének, a hisztonok asszociációjának jellemzesére. A módsze r bátrá-
nya, hogy az egyes váltoásokat csak kevés esetben lehet a molekuláris történéseknek
megfeleltetni (Fasman, 1978), így az ész}elt hatások értelmezéséhez fiiggetlen kísér_
Ietek is szükségesek (|d. 7. rész).

Fourier-trans4formált IR sp elarosz}ópia
A nYolcvanas évek második felében (nem utolsósorban Henry Mantsch munkásságá-

nak kÖszÖnhetÖen) a Fourier-transzformált infravörös spektroszkópia is felárkózntt
a cirkuláris dikroizmus mérések mellé a fehérjék másodlagos szerkezetének meghaáro-
zasában. A módszer elónye, hogy sok esetben olyan konformációátmenetek is kimutatha-
tóak vele, amelYek cirkuláris dikroizmus méréssel nem észlelhetóek (Surewicz és
Mantsch, 1988). A módszer kóvetkeá hátrányait fedeztük fel a kísérletek során: nagy_
mennyiségú fehérJét (mérésenként kb. 1 mg-ot) igényel, a mérést a spektrométerbe
kerÜlÖ legkisebb légszennyeződés is zaval'a, a méréseket csak lehénlízben lehet vé_
gezni, a nehéa'Íz háttérabszorbciójának levonása során a spektrumok alapvetóen tor_
zulhatnak, valamint a spektrumok adatainak kvantitatív kiertekeleseröl nagy hirviák
zajlanak a szakirodalomban (Surewicz és mtsai, 1993; Csermely és mtsai, 1993/a; mel-
léklet 24., 26. és 30. oldalai).
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5. A kísérleti eredmények összefoglalása

Mtnt azt már a bevezntóben is említettem, értekezésem jelen fejezete formájában
kissé eltér a megszokottól. A kísérleti eredmények ámét a mellékletként bemutatott
közlemények tartalmazlák, az értekezés 'törzsébe' eznn eredmélyek legfontosabbjait,
összefoglalását, illetve a még nem közölt, vagy közlés alaü álló új eredményeinket
szerepeltetem. A disszertíció "törzsében' közölt, a mellékletben nem szerepló eredmé-
nyek legtöbbje inkább jelenlegi kutatísaink irányait jelá elókísérlet, seómint cá_
folhatatlan állítísok bizonyító anya8a. E (szerencsés vagy szerencsétlen) formai
újítlásért, a melléklet adott oldalaira történö bö hivatkozísokból fakadó gyakori
"lapozgatásokért" az olvasó megértését kérem.

5.1. A fehérje kináz C aktivációjának kapcsolata
a sejhnagbeli jelátviteti folyamatokkal

5.1.1. A cink szerepe fehérje l<tnáz C aktivációjában & transzlokációjában

Korábbi krsérleteinkben kimutattuk, hogy cink ionok hatására a fehé{e kináz C
aktivációja következik be és hogy valamilyen nehézfém-ion (feltételeáetóen a fehér-
je knáz c cink-ujjaiban komplexként jelenlévö cink) szükséges a fehéq'e kináz c
sejten belüli átrendeódésűez, transz)okációjához (Csermely és mtsai, 1988/a; ld.
melléklet 1-4, oldal). Cink ionok sámottevóen megnövelték a citoszolbeli fehé{e
ktnáz c forbol észterek kötésében mutatott affinitísát a citoszolban elérhetó forbol
dibutirát kötöhelyek mintggy kétharmad.ít "konvertálva' egy 'alacsony affinitású,
{kb. 27 nM-nak megfelelö kötödési konst"nssal jellemeáetö) állapotból egy "magas
affinitású" (3-5 nM) állapotba, Cink ionok hozzíad5l^ a membránkötött fehéq'e kináz
C forbol észter kÖtésén sámottevöen nem változtatott (Csermely és mtsai, 1988/b).

Eredményeink diszkussziója sorá,n két fontosabb kérdés maradt nyitva: 1. vajon
mekkora az a szabad cink koncentráció, amely hatására a fenti folyamatok leját-
szódnak; hogyan viszonyul ez az in viyo mérhetö intracelluláris szabad cink kon-
centrációhoz, és vajon változik-e a sejten belüli szabad cink koncentráció külibbözó
stimulusok haására, azaz ősszpfoglalólag: van-e a kapott eredményeknek tényleges
fiziológiai jelentósége? 2. fenti eredményeinket a fehérje kjnáz C aktiválódása so-
rán talált sejtmagbeli cink-koncentráció csökkenéssel és kálciumkoncentráció emelke-
déssel (ld. 5.I.2. fejezet) összevetve felmenilt a kérdés, hogy a cink szerepet ját-
szik-e a fehé{e kináz C-nek a sejtmagba történö átrendezödésében (Csermely, 1988;
CsermelY és Somogyi, 1,989la,b)? Az alábbiakban az e kérdések megválaszolására irányu-
ló kezdeti krsérleteinket mutatjuk be.
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I7. ábra Az S-F-BAPTA inükátor l9-F-NMR spektruma küönböó cinkkoncentrációk
esetén (Csermely és mtsai, 1989 nyomán) BAPTA :
1, 2-bisz(orto-aminofenoxi)etrin-N,N,N',N' -tetraecetsav

Mint azt mfu a 4.2. fejezetben is említettem, cink ionok szzbad (egyensúlyi)
koncentrációinak a nanomólos tartomány§a1 történö meghaározására a egészen a legu-
tóbbi hónapol<tg, az Ian G. Forbes és munkacsoportia G992) által kifejlesztett
zinquin indikátor megjelenéséig egyetlen módszer, az 5-F-BAPTA indikátorral történö
magmágneses rezonancia (NMR) mérés volt alkalmas (Smith és mtsai, 1983). A módszer
azon alapul, hogy a kíilönbözö ionok (így a cink is) eltérö kémiai eltoló&í§t okonak
a BAPTA idikátorhoz kötött fluor atom NMR-jelében az indikátorral történó komplexkép-
zés esetén. Igy a fluorral szubsztituált indikátor segítségével sámos (akár 7-8)
fémion szabad koncentrációjának egymás melletti megbaározÁsa is lehetóvé válik
(Csermely és mtsai, 1989). Az indikátornak a cink különböá koncentrációi esetén
mérhetö NMR spektrumát a I7. ábrán mutatom be. A szabad és a cink-komplexben lévö
indikátor koncentrációjának anínyából (görbe alatti tenilet) a Zn-S-F-BAPTA asszociá-
ciós konstansának ismeret&en (7,9 nM; Metcalfe és mtsai, 1985) az elegyben lévö
szabad cinkkoncentráció kisámolható. 

_

Kísérleteinkben az S-F-BAPTA indikátort (1 mM végkoncentráció) a fehérje kináz C
aktiviüísr{nak, illetve a forbol dibutirát kötódésének meghatározására szolgáló elegy-
be (ld. melléklet 1-2 oldal) juttatva párhuzamosan mértük az adott elegyek sza-
bad cinkkoncentrációját és fehérje kJnáz C aktivitását, y3lxmint forbol észter kötö
képességét. Méréseink eredményét a 18. ábnín mutatom be. Az ábra adataiból látható,
hogy mind a fehé{e kináz C aktiviüís, mind a forbolészter kötés növekedése (a kötés
affinitásának változása, ld. Csermely és mtsai, 1988/b) 5 és 15 nM-os szabad cink
koncentráció között következik be. A görbék aktivációs szakaszínak párhuzamos lefu!í-
sa aíTa utalhat, hogy a fehérje kináz C hasonló szsrkeznti elemei vesmek részt mind-
két folyamatban.
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18. ábra A fehérje l<lnáz C aktivitásának & forbol 6zter köt&ének válto"ása
a szabad cinkkoncentráció fiiggvényében ftísérleti körülményeket
ld. melléklet 1-2. oldal, ill. a szövegben; az adatok három kísér-
let átlagai + SD) pdBu : forbol-dibutinít

A fehérje kjnáz C sejten belüli megoszlását azU937-es promieloid sejtvonalon
tanulmányoztuk. Elökísérleteink során tisztáztuk, hogy a fluoreszcens TPA analóg
nitrobenz-TPA megoszlása a sejtekten 20 perces inkubálá§ uán marad hozzávetölegesen
állandó (50 nM nitrobenz-TPA 10" U937 sejt/ml-hez). Az |J937 sejtek hozzávetöle-
gesen ugyanannyi nitrobenz-TPA-t voltak képesek felvenni, mint a aehézfém kelátor,
TPEN-nel elókezelt társaik (vö. 19/A-B. ábra). Annak a tiszázására, hogy a sejtma-
gok térségében, illetve a perinukle"íris régióban lévó nitrobenz-TPA-ból mennyi asszo-
ciál ténylegesen a nukleáris mátrix oldhatatlan strukhíráival, a sejteket O.í % T,'J.-
ton X-100-zal extraháltuk. A kontroll sejtek ilyen könilmények között is sámottevö-
en több nitrobenz-TPA-t kötöttek a sejtmagjaiknak megfelelö tartományban, mint
TPEN-nel elókezelt társaik (vö. 19/C-D. ábra). A nitrobenz-TPA kötés jellegzetes

'különbsége a fluoreszcens TPA-val kezelt sejtekból Blobel és Potter (1966) módszere
szerint izolált sejtmagok esetén is fennmaradt (vö. 19/E-F. ábra). Az U937 sejtek
sejtmagiainak TPEN okozta nehézfémion (cink) depléció hatására lecsökkent
nitrobenz-TPA kötö képessége még szembetünöbb volt akkor, ha TPEN_nel kezelt sejte_
ket a kontroll sejtek helyett a cink-ionofór pirithionnal (20 uM; Zalewski és mtsai,
1990) és cinkkel (50 uM) elókezelt sejtekkel hasonlítottuk össze. A TPEN által oko-
mtt változásokat cink együttes aűsa megszüntette (nem bemutatott adatok). Eredmé-
nyeink azt sugallják, hogy a nehézfiómek (legvalószínűbben a cink) a szerepet játsza-
nak a fehérje kináz C-nek a sejtmagba történö transzlokációjában (is).

201o
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í9. ábra A fluoreszcens TPA analóg, nitrobenz-TPA megoszlása U937 sejtekben
A,C,E : kontroll sejtek; B,D,F 100 uM TPEN-nel 10 percig elökezelt
sejtek. A,B : intakt U937 sejtek; C,D : o.I % Triton X-100_zal ke-
zelt sejtek; E,F : nitro-benz-TPA-val kezrlt U937 sejtekból iznlált
sejtmagok. Az ábrákon az egyes sejtek nitrobenz-TPA-ra jellemzó,
ACAS 470 fluocitométerben mért zöld fluoreszcenciáját tüntettem
fel. Az egyes ábrák 5-5 Ksérlet reprezentánsai.
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20. ábra A fehérje klnáz C kötód&e DNS-cellulóz oszlophoz (kromatográfia
Alberts és Herrick, 1981 szerint) A kromatografáló medium összetétele: ],0

mM Hepes, p}J7.4, 1 m}/í EDTA, 1 mM EGTA, 5 mM MgClr, 1.5 mM
CaClr,5 mM DTr, 50 ug/ml leupeptin, 200 ug/ml foszfatidil-szerin, 40
nM TPA és 1.5 mM ZlC|r, vagy 0.1 mM TPEN. Az egyes frakciók KCl tar-
talmát vezetőképesség méréssel, fehé{e kináz C aktivilását pedig a mellók-
let 1,-2 oldalán leírtak szerint haüroztuk meg. Üres körök: kináz aktivitás
EGTA jelenlétében; töltótt körök: ktnáz aktiviás a fehé{e kjnáz C aktivá-
torai (CaCl, foszfatidil-szerin és TPA) jelenlétében. A %-ok az
egyes csúcsokban mérhetö fehérje kunáz C aktivitás értékét mutatják a fel-
viü 250 ug egér timocita citoszol fehét'e knáz C aktivitísának %-ában. Az
ábrán bemutatott klsérlet három fiiggetlen mérés reprezentánsa.

A cink szerepét a fehérje klnáz C sejtmagba történó transzlokációjában DNS-cellu-
lóz kromatográfia segítségével is vizsgáltuk. A fehérje kináz C két cink-ujjat tar-
talmazó, cink-kötö fehérje (Hubbard és mtsai, 1991; Quest és mtsai,, 1992). Mivel a
cink-ujjat Ártalmazó domainek a fehérjéket képessé teszik a DNS-hez való kötódésre,
kiváncsiak voltunk, vajon képes-e a fehérje klnáz C kötni a DNS-hez és játszik-e a
cink valamilyen szerepet ebben a folyamatban. A 2O. ábran bemutatott adatok íanulsá-
ga szerint a citoszolbeli fehérje ktnáz számottevö mennyisége ftözel egyharmada)
képes a DNS-hez való kötódésre cink jelenlétében. Cink üívollétében DNS-hez kötödó
enzimaktivitás praktikusan nem detektálható (20. ábra, TPEN). A TPEN hatása cink
együttes adásával kivedhetönek bizonlult. A cinkionok jelenlétében tapasztalható
DNS-kötéshez a fehérje klnáz C aktivátorailak (Ca, foszfatidil-szerin, TPA)
együttes jelenléte nélkiilöáetetlen volt. A fehérje knáz C sem cinkionok jelen-
létében, sem hiánlnrkban nem mutatott sámottevö kötódést a cellulóz mátrixhoz (nem
bemutatott adatok).
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2I. ábra TPA hatása különböá elemek megosdására nyúI timociákban
(Csermely és mtsai, 1987lb; ld. melléklet 12. old.)

A fehérje kináz c aktivációjának hatása a cink sejten belüi megoszlására5.í.2.

Az 5.I.1. fejezetben néhány olyan adatot mutattam be, amelyek azt sugallják hogy
a cinkionok részt vehetnek a fehérje knáz C sejtmagba történö átrendezödésében.
Ezek ismeretében még fontosabbá válik annak a kórdésnek a vizsgá|ata, hogy hogyan
változik a különbözö sejtbeli kompartimentumok, így a sejtmag cinkkoncentrációja a
fehé{e kJníz C aktiválása során. Röntgenfluoreszcencia és plazmaemissziós spektrosz-
kópiás vizsgálataink tanulsága szerint nyúl timocitíknak a fehérje klaáz C-t aktivá-
ló TPA-val történó kezelése sámos elem, így'a foszfor, a kálcium és a cink sejtma-
gon belüli összes mennyiségének megváltoásáhozye7pt (ld. 21. ábra; Csermely és
mtsai, 1987/a,b).

5.2. 
^ 

90 kDa molekulatömegü hö-sokk fehérje (hsp90)
lehetsQes sz€repe a sejfunag jelátviteli folyamataiban

5.2.í. 
^ 

hsp90, mint ATP-köt6re és autofoszforilációra képes fehérje

A hsp90 a legtöbb sejtben citoplazma fehél'éinek I-2 %-át kitevó, konzervatív
sz*rkez.ettt hó-sokk fehérje. Annak ellenére, hogy hatásairól, különböó fehérjékkel
képzett komplexeiról elég sokat tudunk (|d. 2.2.1. és 2.2.4.2, fejerstek), a fehérje
pontos funkciója és eddig feldedtett hatásainak mechanizmusa egyáltalán nem ismere_
tes. saját kísérleteinkben a hsp90 in vitro foszforilációjának vizsgálatáboz
nagytisztaságú hsp9O-et állítottunk elö. Meglepetéssel tapasztaltuk, hogy a nagytisz-
rasácu fehérje a kontrollKsérletben ftívülröl adott kináz nélkül) is foszforiláló-
dott. Ez a meglepó megfigyelés vezetett el bennünket a követkeákben leírt kísérle-
tekhez.
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22. ábra A 90 kDa-os hö-sokk fehérje (hsp90) autofosdorilációja és kovalers
jelölése azido-ATP-vel (Csermely és Kahn, 1991; ld. melléklet, 16. old.)

A 22. ábran látható, hogy a hsp60-hoz, a hsp7O-hez, a grp94-hez és a hspllO-hez
hasonlóan (Id. 2.2.I. fejezet) a hsp90 is képes az ATP kötésére. A hsp9O ATP-kötó
képességét a 22. ábrán bemutatott azido-ATP jelölódésen kívül a szerkezetében fellel-
hetÖ ATP-kötó konszenzus szekvencia és ATP-agarózhoz va|ő kötódése is alá!ímasztja
(ld. melléklet 17,20 old.). A nagytisztaságú fehéq'e mind ATP, mind GTP jelenlétében
(auto)-foszforilációra képes (22. ábra). A hsp90 egy sor ktnázzal asszociál (ld. 9.
áblázat, 36. old.), így nagytisztaságú preparátumának kináz aktivitása egy együtte-
sen izolálódó, "saonnye7Á" kináz müködésének eredménye is lehet. Kísérleteinkben
sámos olyan kÖnilményt dedtettünk fel, amely ezt a lehetóséget meglehetösen való-
színütlenné teszi (ld. 24. áblázat).

1egalább 98 ?-ban tiszta preparátum
ismert kináz inhibitorok, aktivátorok hatástalanok
kM ATP-re o.]_6 rnM
sájátos szubsztrátspecificitás
a reakció egyedi kationfüggést mutat (ca-ATP-vel is Inegy)
exErém h6stabilitás (4O Z aküvitás 1-:st 95 oC-os inkubálás után)
az autofoszforÍláció pH opÜmuma savasabb, mínt az esetleges

szennyezó kinázé
a hsp90 képes az ATP (GTP) megkötésére
nincs más azido-ATP jelölödó fehérje a preparátumban
a hsp70 autofoszforiJ-ációjával mutatott nagyfokú analógia

24. áblázatA hsp90 autofoszforilációját alátámasztőadatok 1Cr"r*"ti e,
Kahn, 1991 nyomán, ld. melléklet 19-20. old.; 23. ábra)
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23. ábra A heparin agaróz kromatográfiával meg nem tisztított hsp90
foszforilációjának pH fiigg&e Ca-ATP és N{gATP jelenlétében A
hsp90 preparálását és autofoszforilációjának vizsgálaát ld. a mel-
léklet 16. oldalán. A pH 4 és 6.5 közjtti értékeket morfolino-etán-
szulfonsav (MES), a pH 6.5 és pH 8.5 közöttieket Hepes, a pH 8.5 és
pH 10 közottieket Tris puffer segítségével állítottuk be, (Az átfe-
dö pH értékeken a ktilönböó pufferekben mért foszforiláció értékei
megegyeztek.) \

A hsp90 Ca-ATP jelenlétében mutatott autofoszforilációjának pH optimuma pH 6
körül mozog, a kevésbé tiszta hsp90 preparátumokban jelenlévó kináz (minden bizony-
nya| kazein V,lnáz Ií) által kataliza,lt foszforiláció pH optimuma fiiggése ettöl jelen_
tösen eltér (23. ábra). Ez a tulajdonság egy további megkiilönböáetö sajátosság a
kétféle reakció között. Sámos kísérletet tettiink a hsp90 által foszforilált más
fehé{'ék feldeítésére. A hsp90 á|tal kata|izalt foszforiláció meglehetósen nagy
szubsztrátspecificitást mutat: saját magán luvril eddig más szubsztrát egyértelmú
azonosíása nem sikerült.

A hsp90 autofoszforilációjának szokatlan ionfiiggését (az autofoszforiláció
Ca-ATP jelenlétében is végbemegy) felhasaráltuk az autofoszforiláció kimuüaására
teljes citoszolban is (|d. 24. ábra). A Mg-ATP jelenlétében foszforilálódó sámtalan .
fehérjével szemben Ca-ATP csak néhriny jól megkülönböztethetó fehérje foszforiláció-
ját okoz"a. A jelölódö fehérjék közül a 90 kDa-os a hsp9O-nek felel meg, az 5't-59
kDa-os fehérjét ammóniumszulfátos frakcionálással, DEAE kromatográfiával, gélszürés-
sel és SDS poliakrilamid gélelektroforézist követó kivágással és elektroelúcióval
megtisztítva a fehérje és egy vele együttmozgó másik fehérje N-terminálisáhozkőz*,l
elhelyezkedó aminosavakra (Dr. Patthy Andrással együttmüködésben, Gödöllöi Biotechno-
lógiai Központ) a DESDAY és az AKKAIK szekvenciákat kaptuk (§chnaider T. és Csermely
P._, nem köólt adatok). E szekvenciák annak ellenére, hogy a fehé{e azonosí!ísát
nem teszik lehetövé, k|zárJak a lehetséges jelöltek közül a hsp90 proteolitikus frag-
menseit, az ATP-kötö hsp59-et és a hsp9O-nel asszociáló tubulint.
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24. ábra Patkánymáj citoszol foszforilációja különbözö kétértékű kationok

jelenlétében 100 ug patkánymájbó| izolált citoszol fehéqét a
melléklet 16. oldalán található módszer szerint 5 mM EDTA,
CaCl, illerve MgCl, jelenlétében foszforiláltunk. Az
ábra az SDS-PAGE-ve1 elválasztott fehérjék autoradiográfiája 5 W-
sérlet reprezentánsaként.

A hsp90 autofoszforilációja citoszol h"""á"dár; visszaszorul, ami vagy egy
citoszolbeli inhibítor, vagy egy specifikus foszfofehérje foszfaáz müködésének ered-
ménye lehet. A Ca-ATP-friggö foszforiláció mind streptozotocin-indukált diabeteszben,
mind pedig különbözö malignus sejtvonalakon a pathológiás állapottal korreláló, jel-
lemzb változasokat muiat (Csermely P. és mtsai, nem közölt adatok).

S.2.2. 
^TP 

haása a hsp90 konformációjára

A hsp90 ATP kötésére képes fehé{e (Csermely és Kahn, I99r; H. 5.2.í. fejezet).
Mivel a hsp60 és a hsp70 ATP-fiiggö konformációváltoásai nagy szerepet játszanak e
hó-sokk fehérjék múködésében (ld. 2.2.I. fejezet) és a hsp90 a hsp7O-hez hasonlóan
egy bi-lobuláris, zsanér-típusú fehérje (v. ö. Koyasu és mtsai, 1986 és Flaherty és
mtsai, 1990) érdemesnek látsmtt megvizsgálnunk, hogy a hsp90 is képes-e konformáció-
jának megváltozáására ATP ha&ísára. A25. és26. ábrán bemutatott cirkuláris dikro-
izmus, illetve Fourier transzformált infravörös spektrumokból kifanik, hogy ATP hoz-
záadásakor a hsp90 béta-redós szerkezeti részeinek aráayajelentösen (mintegy 20
%-kal) megnö (ld. melléklet 24-28 oldal). A hsp90 ATP-fiiggó konformációváltoásának
egyéb bizonyítékait a 93. oldalon klálható 25. áblázatban foglalüam össze. A mel-
léklet 25. oldalán lévó 2-es, 3-as és 4-es ábrából kimnik az is, hogy az ATP mel-
lett vanaűt, molibdát és höhanís is képes megnövelni a hsp90 béta-redós sz.erkezpté-
nek aráuyát.
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25. ábra A hsp90 cirkuláris ükroiznrrs spektruma (Csermely és mtsai, 1,993/a;
ld. melléklet 24. old.) Folyamatos vonal: hsp90; szaggatott vonal:
hsp90 + 0.5 mM ATP, 10 mM MgCl"; pont-vonal: hsp90 * 0.5 mM
ATP, 10 mM CaClr.

1.700 1.650 1.600

hullámszám (cm1)

26. ábrahsp90 Fourier-transzfoLáIt infravörös §pektruma ATP nélkü valamint
0.5 mM ATP 6 10 mM CaCl2jelenlétében (Csermely és mtsai,
I993la: ld. melléklet 26. old.) Szaggatott vonal: Fourier-transz-
form.ílt infravörös spektrum; folyamatos vonal: a fenti spektrum
Fourier dekonvolúció után

hsp-90 + ATP



Jelenség / vizsqálaü módszer Az idézett cikk adata

AT P- tüg gő ko níormáciőváIb z ás
cirkuláris dikroizmus
Fourier transzformált IR spektrum
triptofán fluoreszcencia
hidrofób jelleg/kötés

Phe-Sepharose-hoz
Ifunitátt proteo]ízis

I,Iás, béta-redó gazdagodással járő
vanadát, molibdát
hóhatás

7. ábra
8. ábra

to7yamatnk
3. ábra, 4. ábra
2. ábra

1. ábra,
5. ábra
6. ábra,

táblázat

táblázat

1.

2.

25. áblázat A hsp90 konformációváltozÁsát bizonyító kísérletek összefoglatá-
sa (Csermely és mtsai, I993/a; ld. melléklet 24-27 o|d.)

5.2.3. A hsp90 autoproteolízise

A 90 kDa-os h6-sokk fehérjével folytatott krsérleteink során néhány alkalommal a
fehérje részleges, vagy közel teljes proteolízise következett be. Az izolálás során
a fehérje detektílására hasmált AC-88 antitest rendszeresen kimutatott egy kb. 40
kDa-os, a hsp9O-nel immunológiai rokonsfiban álló fragmentumot (Csermely és Kahn,
1991; melléklet 16. old.). Sokáig nem fudruk megtalálni aa>kat a könilményeket, ame-
lyek a hsp90 proteolínséhez vezettek, szisztematikus keresómunkánk során azonban
kid^enilt, hogy a fehérje proteolízise csak mintegy 0.5-1 órai latenciaperiódus u|án,
Ca'- ielen]étében következik be. A proteolízis 37 fokon 3-4 óra után közel
teljessé vilt, Ct+ ionok mellett tl12* ionok jelenlétében is lezajlott.
A proteolízis mind EGTA, mind EDTA jelenlétében gátolhatónak bizonyult, de a nehézfé_
meket specifikusan megkötó tetrapiridil-etiléndiamin (TPEN) nem volt rá haással. A
nagytisztaságú hsp90 preparátum kálciumfiiggó proteolízisére sem a szerin proteázgát-
ló aprotinin, fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF) és leupeptin, sem a cisztein pro-
teáznkat blokkoló 5,5'-ditio-bisz-2-nitro-benzpesav (DTNB), N-etil-maleimid (NEM) és
leupeptin, sem pedig a tripszin és kimotripszin inhibitorai nem voltak gátló hatís-
sal (Schnaider T. és Csermely P., nem köólt adatok).

A fentiekböl arra következtettiink, hogy a hsp90-nel asszociált proteolitikus
aktivitás feltárt sajátságai nem egyezrrek meg egyetlen eddig ismert, "klasszikus"
proteázaktiviás tulajdonságaival, így elképzelhetö, hogy krsérleteinkben a hsp9O-t
nem egy "szennyeó-ptoteáz" vágja el, hanem a fehérje (a hsp70 leírt autoproteolíú-
séhez hasonló -- ld. 11. áblázat,41. old, Mitchell és mtsai, 1985) autoproteolíú-
se zajlik le. Feltételezésünk megerósítésére a hsp90 preparátumot SDS-PAGE segítségé_
vel tovább tisztítottuk. A hsp9O-et a denaturáló Coomassie festés helyett nátriumace-
kíttal detektáltuk (Higgins és Dahmus, 1,979), majd a géIból kivágfuk, A proteolízist
gátló SDS-t a hsp9O{ól Kameshita és Fujisawa (1989) módszere szerint gt,anidin-klo_
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27. ábra A hsp90 kálciumftiggö proteolízise SDS-PAGE-n történö tisztítása és
renaturációja uán a: inkubálás EDTA jelenlétében 4 oC-on; b:
inkubálás EDTA jelenlétében 37 oC-on; c: inkubálás CaCl, je-
lenlétében 37 oC-on (a Ksérlet leírását lásd a szövegben) -

riddal és 0,08 % Tween Z}-szal, más kísérletekben pedig a fehérje elektroelúciójával
ávolítottuk el. A hsp90 proteolízisét e8y másodszori SDS-PAGE u!íni Coomasie festés-
sel detektíltuk. Az SDS-PAGE-n tisztított és renaturált hsp90 4 órai inkubálás után
bekÖvetkezó proteolízisét a 27. ábrán mutatom be. Látható, hogy a kivágott géldarab-
kában "in siru" inkubált fehérje EDTA jelenlétében változatlanul megmarad. Ezzel
szemben 10 mM CaClr-dal inkubálva a fehérje legnagyobb része lebomlik és a
géldarabkából elávozik, Hasonló eredményeket líaptunk az SDS-PAGE-n történó tisztí-
Lís unín elektroeluált hsp9O-nel is.

A hsp90 proteolízise a bemulatott krsérletben alkalmazott 10 mM-os kálciumkon-
centrációnál jóval kisebb (1, 0,1 mM-os) [C"2*] esetén is hasonló mértékú
volt. Sajnos a folyamat pontos kálciumfiiggését a kipróbált kálciumkelátorok (EGTA,
EDTA) aspecif,rkus gátló haása miatt mindezidáig kimérni nem tudtuk. A folyamat so-
rán felszabaduló amino-csoportok megjelenését fl uoreszkaminnal detekáttuk (Böhlen
és mtsai, 1973). Az aminq-q5opqrtok felszabadulásának kinetikája megegyez.ett a 9o
kDa-os hsp90 "eltűnésének" idöbeli változasával. A proteolízis még 80 fokon is megle-
hetósen hóstnbil volt (Schnaider T. és Csermely P., nem közölt adatok).

A hsp9O-nel asszociált prote.ízaktivitís leginkább a kalpain(ok) aktivitásához
hasonlít. A "szabályos' kalpainaktivitástól azonban meglnilönbözteti az, hogy az en-
zimaktivitás leupeptinnel, NEM-mel és DTNB-ve| nem gátolható, és magnézium jelenlété_
ben is végbemegy (Croall és Demartino, 1991). A kalpainaktiviás klzarására terve_
zett további Ksérleteinket a 7. íejezstben fogom ismertetni. Jelenlegi ismereteink
alapján nagy valószínűséggel levonhatjuk azt a következtetést, hogy kísérleti_körül-
ményeink között a hsp9O-nek a hsp70 autoproteolíziséhez hasonló (Mitchell és mtsai,
1985) autoproteolízise zajlik le,
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28. ábra A hsp90 kötöd&e hiszton-agarózhoz (L| és hatása a Hl-es hiszton
DNS-hez való kötód&ére (B) Á: a hsp9o kótödése hiszton-agaró7-
hoz; a kötödést 50 mM-os Hepes, pH 7.4-es pufferben vizsgáltuk.
30 ug hsp9O-et kötöttünk kb. 75 ug hisztont taít^Iű^zó hiszton-aga-
rózÁoz (Sigma), a kötódés után a felülúsóban maradó hsp9O-t
SDS-PAGE utáni denzitometrálással haároztuk meg. (Az SDS és a NaCl
koncentrációja l %, illetve 2 M volt.) B: ahspX) hatása a Hl-es
hiszton DNS-hez való lötódésére; a HI-es hiszton DNS-hez való
kötödését Nilsson és munkatársai (1,992) szerint mérfiik. A bemuta-
tott krsérletek 3 mérés átlagértékei t SD,

5.2.4. 
^ 

hsp90 kölcsönhatásai a kromatinnal

A hsp90 autofoszforilációjának vizsgáIata során sámos eröfeszítést tethink a
fehéq'e által foszforilált szubsztrátok feldedtésére. Az egyik lehetséges jelölt-
ként sábakenilö hiszton vizsgálatakor kidenilt, hogy hisztonok megváltoztatják a
hsp90 autofoszforilációjának kationfiiggését: az autofoszfoÍHció kálciumfiiggö folya-
mat helyett inkább magnéziumfüggö lesz (Csermely és Kabn, 1991; ld. melléklet 18.
old.). Ez a megfigyelés vezetett el a hsp90 és a kromatin kölcsönhatásainak részle-
tes tanulmányozÁsához. .

Elsó lépésként azt igazoltuk, hogy a hsp90 direkt kölcsöniatásba lép a hisztonok_
kal. A 28. ábra A. résán bemutatott kísérletben a hsp90 erós kötódését lehetett
megfigyelni hiszton agatózhoz. A mátrixként szerepelö agarózhoz a hsp90 nem kötódött
lcülönösebben, a hsp-hiszton kötés mind 6aga5 ionerósség, mind iqaq5 detergensek haá-
sára megbonthatónak bizonyult (ld, 28lA. ábra).

A hiszton és a DNS kölcsönhaását Dr. Jouko Oikarinennel (Univ. of Oulu, Oulu
Finnorság) együttmüködésben vizsgáltuk, Vizsgálatainkat elsösorban a hsp90 autofosz-

hsp90
ton-ag
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29. ábra A hsp90 hatása a patkánymáj-kromatin cirkuláris üchroizrrrus
spektrumára A patkánymíj kromatint Noll (1974) módszere alapján
preparáltuk. A cirkuláris dichroizmus méréseket 20 mM Hepes, 1 mM
DTT, pH 7.0 mediumban, 1 cm-es küvettában végezttik. A DNS töménysé-
ge a 260 nm-en mért extinkció alapján sámolva kb. 0.2 mglml volt,
ebhez 1,.2 M NaCl-ot és (ktilön Ksérletben) 0.1 mg/ml hsp9O-et, vala-
mint 0. 1 mM Na-vanadátot adtunk. A spektrumok a hozzÁadott anyagok-
ra (pI. hsp90) és a hígulásra korrigáltak. A bemutatott spektrumok
három f[iggetlen mérés reprezen&ínsai.

forilációjának legnagyobb váItozasát okozó Hl-es hisztonnal végeztiik (Csermely és
Kahn, 1991; ld. melléklet, 18, old.). Nukleotidok ávollétében a hisztonok affiniá-
sa a DNS-hez igen magas (Nilsson és mtsai, 1992). E magas affiniüíst (kísérleti kö-
rülményeink köótt: 100 %-os kötödésQ a hsp90 nem csökkentette le sámottevóen.
Annak a vizsgálaár4 hogy a hsp90 vajon képes-e elósegíteni a hisztonok kötödését a
DNS-hez, a kísérleteket 2 mM GTP-gamma-S jelenlétében is megismételtiik (Z8lB. ábra),
Mint látható, 10 ug hsp90 szímottevóen megnövelte a Hl-es hiszton kötódését a
DNS-hez a kontrollként alkalmazott azonps koncentrációjú BSA-hoz képest. Annak kiá-
rására, hogy a hsp90 hatása a nukleotid elvonására vezethetö vissza, a kísérletet
megismételtiik olyan hsp90 preparáfummal is, amelynek a nukleotidkötöhelyét elózete-
sen azidoATP segítségével bloklroltuk. A nukleotid kötésére képtelen hsp90 a kontroll
hsp9O-nel azono§ hatékonyságúnak bizonyult (28lB. ábra).

A fenti eredmények után arra a kérdésre kerestiink választ, hogy vajon milyen
módon segítheti a hsp90 a hiszton(ok) kötódését a DNS-hez. E jelenség részletesebb
tanulmányoásának elsó lépésként patkánym.íj-komatin cirkuláris dikroizmus mérések-
kel történó vizsgálaát választottuk. A 24O- tól 300 nm-ig tededö cirkuláris dikro-
izmus méréseket széleskörben alkalmazzÁk a kromatin sznrkezptének, a hlsztonok asszo-
ciációjának jellemzesére (Fasman, 1978). Méréseinket Dr. Hollósi Miklóssal és Dr.
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Minta delta epszilon

DNs
DNS + hiszton
DNS+hiszton+hsp90
DNS + hiszton + hsp9o + Nac1

1.53 + o.3
1,.49 + o.4
1.34 + o.3 (*)
]-.48 t o.4

26. áblázat Borjú tímusz DNS cirkuláris dikroizrnm spektrumának változ,ása 274
nm-en hsp90 hatására A mérést a 29. ábra magyatáá szövegében
leírtak alapján végezttik. A hozzÁadott anyagok végkoncentrációi:
DNS,0.1 mg/ml; hiszton,0.05 mg/ml; hsp90,0.05 mg/mt; NaCl, 1.2
M. Az adatok három mérés átlagértékei + SD. 1*; : szignifikáns elté-
rés a DNS kontrolltól p < 0.005 (Sfudent féle t teszt).

Kajár Mártonnéval (ELTE TTK, Szerves Kémiai Tsz.) együttmüködésben végeztttk. A 29.
ábra adataiból kitünik, hogy 0.6 M NaCl hatására a mért értékek sámottevöen megnöve_
kednek, ami a hisztonoknak a DNS-röl való (részleges) disszociációjára, a kromatin
dekondenzációjára utal (Fasman, 1978). hsp90 hozzÁadása ezzel szemben a kromatin
kondenzíciójához, azaz a 28lB. ábra adataival össáangban a hisáonok szorosabb kötó_
désébez vezet. A híl nagy ultraibolya abszorbcióval rendelkezö ATP helyett alkalma-
zott vanaűt hatására a cirkuláris dikroizmus spektrum 255 nm körül egy lokális maxi-
mumot mulat, ami a hsp90 és a kromatin ATP-fiiggö kölcsönhatásaira utalhat. Ez utóbbi
jelenség okait egyelóre nem sikenilt megfejtenünk.

A hsp90 hozzÁaása 2 mM MgCL jelenlétében is a kromatin kondenzaciőjához
ve7ftett. A hsp90-nek a hisztonok és a DNS asszociációjához vezptő haását tisztí-
tott borjú tímusz DNS (Sigrna) és hisztonkeverék (Type II-S, Sigma) cirkuláris dikro-
izmus spektrumának vizsgálata során is kimutattuk (26. áblánt).

A hsp90 és a hisztonok kölcsönhatásainak pontosabb elemzésére a patkánymáj-kroma-
tint NaCl-dal "megtitráltuk". A hsp90 jelenlétében, illetve ávollétében végzctt
"titrálás" során kapott eredményeket a 30. ábrán mutatom be. Mint látható, a hsp9O
mindy§gig csökkent ellipticitás értékeket okozott, ami a kromatin szorosabb asszociá-
ciójára utal. A HZA/H2B hisztonok 0.95 M-os NaCl koncentrációnál bekövetkezó disszo_
ciációja közel azonos mértékben zajlott le a hsp90 jelenlétében, illetve távollété-
ben. Ezzel ellentétben a nukleosámáknak kisebb NaCl koncentrációná| bekövetkeá, a
9. ábran (18. old.) bemutatotthoz hasonló, belsö átrendezbdése (feltételeáetóen a
hisztonok N,C-terminálisainak részleges disszociációja) mintha csökkentett mértékű
lenne a hsp90 jelenlétében (Oohara és Wada, 1987).
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30. ábra Patkánymáj-kromatin 264 nm-nél mutatott cirkuláris dichroiznus
maximumának változása NaCl hatására hsp90 távollétében és jetenlété_
ben A mérést a29. ábra magyarázó szövegében leírtak alapján vé-
geztük.

5.3" Inzulinfüggö jelátviteli folyamatok a sej&nagban

5.3. 1. Inzulin-indukált DNS-kötö foszfofehérjék a sejfunagban

A sejtmagbeli jeláWiteli folyamatok vizsgálatának egyik hatékony módszere, ha a
sejtmagban beállt 'egyensúlyi" viszonyokat egy kíilsö hatással megzavarjuk, és a ha-
tás után bekövetkezó váltoásokat vizsgáljuk. "Külsö hatásként' célszerű olyan ago-
niskít válaszianunk, amely közismerten képes a sejtmagbeli folyamatok befolyásolásá-
ra. Kísérleteiakben, a növekedési hormon jellegű haLísokkal is rendelkeó inzulin
hatásait vizsgáltuk a sejtmagban lezaj|ő folyamatokra. Mivel az l;nzltlin hatásmecha-
nizmusában az inzulin-receptor tirozin kind álüal aktivált fehé{efoszforilációs
kaszkád kiemelt szerepet tölt be (ld. Z.3,2. fejezet), kezdö lépésként a sejtmagbag
inzulin baására bekövetkeó fehé{efoszforilációt követtiik nyomon. Vizsgálatainkat
adipociává differenciált 3T3-442A sejteken végezttik, amelyek felületükön nagymennyi_
ségű inzulinreceptort tartalmaznak (Reed és mtsai, 1977). A SDS-PAGE-veI elválasz-
tott sejtmagbeli foszfofehérjék képét a31. ábrán mutatom be. Inzulin hatására legin-
kább 31, 38 és 60 kDa könili fehérjék foszforilációja figyelhetö meg. A 31 kDa-os
fehérje bizonyos (sajnos nem kelló sámban reprodukálható) Ksérleteinkben azonosnak
mutatott az 56 fehé{'ével Erzel egybevágnak amk az adataink is, amelyek a sejtmag-
beli 56 kináz aktivációját mutatják inzulin haására (Csermely, P. és mtsai, nem
közolt adatok). A 38 kDa körüli fehérje esetleg az nanlÁ hatására foszforilálódó,

ll
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sejtek sejtrnagiában A sejtek jelölését és a foszforiláció vizsgálaát a
melléklet 31. oldalán leírtak alapján végeáük. Inzulin koncentráció: 1 uM.
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32. ábra DNS-kötö fehérjék inzulinfiiggö foszforilációja adipocitává differen-
ciált 3T3-U2A sejtekben A sejtek jelölését, a DNS-kötó fehé{ék
elkülönítését és a foszforiláció viagá|aát a 4.I. fejezetben,
valamint a melléklet 31. oldalán leírtak alapján végeztük. Tnnr|fu1-

koncentráció: 1 uM. A bemutatott kísérlet hét ffiggetlen vizsgálat
reprezentánsa.
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DNS-kÖtö numatrirrnak (B23; Feuerstein és Randazzo, 1991; Feuerstein és mtsai, 1990)
felelhet meg, a 60 kDa körüli fehérjék azonosításáról a követkeó fejezetben fogok
besámolni.

Mint a 31,. ábran is látható, a sejtmag igen gazdag foszfofehérjékben, így az
egydimenziós gél felbontása nem elég a folyamatok kielégító elemzÉsébez. További
kísérleteinkben így két út állt elöttünk: vagy az összes foszfofehérje nagyobb fel-
bontású elválaszűsával nyert analízisét végerzlük el, vagy izoláljuk a foszfofehér-
jék azon részét, amelyek sámunkra igazán fontosak. A DNS-kötó fehérjék izolálásával
(ld. melléklet 31. old. és 4.1. fejezrt) az utóbbi lehetóséget választottuk. Az:.urrnJ-
lin hatására foszforilálódó DNS-kötó fehédék képét a 32. ábrán mutatom be.IÁtható,
hogy inzulin hatására 34, 40, 48, 62-68 kDa körüli DNS-kötó fehé{ék foszforilációja
és egy 94 kDa körüli fehérje defoszforilációja következik be. A 34, 40, 48 és 62-68
kDa körüli fehég'ék hasonlóan indukált foszforilációját figyelhik meg alacsonyabb
(ftziológiás) inzulinkoncentrációk esetén is (ld. melléklet, 33. old.). A 40 kDa
körüli fehé{e lehetséges, hogy az inzulin baására foszforilálódó, DNS-kötó numat-
rinnak (B23; Feuerstein és Randazzo, 1991; Feuerstein és mtsai, 1990) felel meg, a
62-68 kDa körüli fehérjék egyike bizonyos --más alkalmakkor sajnos nem reprodukálha_
tó- krsérleteinkben a szérum response faktornak (SRF) bizonyult (Csermely, P. és
Kahn, C.R., nem közolt adatok), a többi 62-68 kDa körüli és a 94 kDa-os fehé{e azo-
nosíásáról a követkeó két fejezetben fogok besámolni.

5.3.2. A lamin A & C inzulinfüggö foszforilációja

A 32. ábrál látható 62-68kDa körüli fehé{ék azonosíása során egyik elsö "tip-
pünk" a sejtmagban nagy mennyiségben elöforduló, DNS-kötö, hasonló elektroforetikus
mozgékonyságú lamin-család volt. A megfeleló antitestek beszerzése uán kiderült,
hogy valóban, a 62-68 kDa körül megfigyelhetö, inzulin haására foszforilálódó fehér_
jék jelentös rész.e a lamin Q-y91 a?ono§ (Csermely és Kahn, t992; mel|éklet 34.
old.). Néhány kísérletben egy 7Z kDa-os laminszerü fehé{e foszforilációját is megfi-
gyeltrik, amely minden valószínüség szerint a lamin A-nak felelt meg (ld. melléklet
34. old.). A különböá specif,rciású antitestek immunprecipitátumai és immunoblotjai
összehasonlíásával kiderült, hogy a lamin A és C-vel ellentétben a lamin B inzulin-
fiiggó foszforilációja nem következik be 3T3-442A sejtekben. A lamin A és C foszfori-
lációjának idö- és koncentrációfiiggését a33. ábrán mutatom be. Mint látható, a fosz-
foriláció az inzulin frziológiás koncentrációnál zajltk le, és kb. I órát igényet
maximális kifejlödéséhez. Eredményeink jó összefiiggésben vannak Friedman és Ken
(1988) megfigyeléseivel, akik a lamin A és C (de nem a lamin B) fokozott foszforilá_
cióját észlelték hörcsögembrió vese fibroblasztokon (BHK-21 sejteken) inzulinkezelés
u|án.

5.3.3. A nukleolin inzulinftiggö foszforilációja és defoszforilációja mint a sejt-
magbeli inzulinftiggö rRNS-transzport lehetsQes mechanizrnusa

A 32. ábra m,ísik jellegzet", rJe4ej" 94 kDa könili molekulatömeggel jellemeáe-
tö. Mikromólos koncentrációjú inzulin haásáta a fe!érje defoszforilációja zajlik le
(ld. 32. ábra). A 62-68 kDa-os fehérjék laminqkk6a1 való azonosíása után kézenfekvö
volt, hogy a 94 kDa-os fehérje is a sejtmag egy másik, szintén nagy mennyiségben je-
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lenlévó, DNS kötö fehérjéjével azonos. Egyik kezdeti ötlettinkként a sejtmagvacskában
nagymennyiségben elöforduló nukleolÁt (C23, ld. 2.2.3. fejeznt) vizsgáltuk. Kísérle-
teinkben a 32. ábra 94 kDa körüli fehé{éje a nukleolinnal azonosnak bizonyult (ld.
melléklet 4t, 42 és 52 oldalak). A részletesebb vizsgálatok során kiderült, hogy kis
(szubnanomólos) inzrrlinkoncentrációk esetén a nukleolin foszforilációja, míg mikromó-
los inzulinkoncentráció hatására a 32. ábán is megfigyelhetö defoszforilációja kö-
vetkezik be (ld. 34. ábra). A nukleolin foszforilációjával a sejtmag rRNS effluxának
inzulinkoncentráció fiiggése "Ksérteties' egyezést mutatott (34. ábra). A görbék
nagymértékben hasonló lefu!ísa arra enged következtetni, hogy a riboszomális RNS
transzportjában részt vevö nukleolin foszforilációja lehet az a(z egytk) folyamat,
aho| az inzulin az rRNS transzportját szabá|yozza. Sajnos amk a kísérletek, amelye-
ket feltételezesünk közvetlen igazolására kitaláltunk (az rRNS transzport blokkolása
nukleolin ellenes antitesttel, közjs inhibitorok keresése, stb.) nem jártak siker-
rel.

A nukleolin mikromólos inzulinkoncentrációk esetén megvalósuló defoszfoiláció-
ját az |.lnzul'n minden bizonnyal az IGF-1 receptorral keresztreakciót adva idézi eló,
a szubnanomólos koncentrációkban megvalósuló foszforilációért pedig nagy valószínú-
séggel az inzulin haására aktiválódó kazein klr,ázII felelös (ld. melléklet 51.
old.). Igy könnyen elképzelhetö, hogy az inzulin és az IGF-I haására aktiválódó
seitmagbeli jelárviteli folyamatok a sejtmagon belül kompartmeltalizaltak és (leg-
alábbis a nukleolin vonatkoásában) egymással ellentétes hatást idémek elö (ld.
melléklet 51. old.). E jelenség részletesebb vizsgáIata további Ksérleteink árgyát
képezí (ld. 7. rész).
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6. Az eredmények megbeszélése

6.1. A fehérje l<tnáz C tartós aktivációja, mint a citoplazna és a sejfunag közótti
jelátvitel egy lehetsQes példája

Korábbi kísérleteinkben kimutattuk, hogy cink ionok batásfua a fehérje knáz C
aktivációja következik be és hogy a cink ionok szükségesek a fehérje kináz C sejten
belüli átrendez6déséhez, transzlokációjához (Csermely és mtsai, 1988/a; ld. mellék-
let 1-4. oldal). Eredményeinket megjelenésük óta az irodalomban számos kutatócsoport
igazolta. Forbes és munkatársai különbözó sejteken igazalták, hogy cinkionok segítik
a fehérje knáz C transzlokációját a sejtek detergensben nem oldható (következtetése_
ik szerint citoszftele&ílis) régiójába (Forbes és mtsai, I990la, Zalewski és mtsai,
1990). Baba és munkatársai (1991) szinaptosámákon észlelték a cink-kelátor TPEN
fehérje kjnáz C transzlokációt gátlő hatását. Több munkacsoport bizonyítotia, hogy a
fehéq'e knáz C forbol észter kötö és cink kötó régiója §zerye§ egységet képez egy-
mással (Ono és mtsai, 1989; Ahmed és mtsai, 1991), valamint hogy cinkionok megnöve-
lik a fehérje knáz C forbolészter-kötö képességét (Forbes és mtsai, 1989; 1990/b).
Kevésbé egyértelmü a kép a fehérje h,tnáz C cinkionok álial történö aktiválásában.
Kadmium és ólom a cinkhez hasonlóan a fehérje knáz C koncentrációfiiggó aktiválását
okozza (Mazzei és mtsai, 1984; Markovac és Goldstein, 1988). Murakami és munkatársai
(1987) kísérleteinkkel megegyeóen az enzlm aktiválásáról sámoltak be cink haásá-
ra, míg Saijoh és munkatársai (1988), valamint Speizer és munkatársai (1989) a cink-
ionoknak csak nagy koncentrációjában jelentkező gátló haását tudták kimutatni. A
két utóbbi munkacsoport és saját eredményeink köótti eltérós okára egyelóre ndön-
nünk nem sikenilt.

Eredményeink diszlrussziója során két fontosabb kérdés maradt nyitva: 1. vajon
mekkora az a szabad cink koncentráció, amely haására a fenti folyamatok leját-
sádnak; hogyan viszonyul ez az in vivo mérhetó intracelluláris szabad cink kon-
centrációhoz, vajon változik-e a sejten belüli szabad cink koncentráció lailönbözö
stimulusok haására, azaz ősszefoglalólag: van-e a kapott eredményeknek tényleges
fiziológiai jelentósége? 2. fenti eredményeinket a fehéq'e kináz C aktiválóűsa so-
rán talált sejtmagbeli cink-koncentráció csökkenéssel és kálciumkoncentráció emelke-
déssel (ld. 5.L2, fejezst) összevetve felmenilt a kérdés, hogy a cink szerepet ját- ;

szik-e a fehé{e kináz Clnek a sejtmagba történó átrendeódésében (Csermely, 1988;
Csermely és Somogyi, l989/a,b)?

Cirrkionok sejten belüli szabad koncentrációjára mind a mai napig csak becslések
adhatók. A mért vagy szímolt értékek 0.02 DM-tól (Simons, 1991) 0.4 nM-on keresztiil
(Kirschenlohr és mtsai, 1988) 60 nM-ig (Forbes és mtsai, 1992) terjednek. A különbsé-
gek a kiilönböá technikák mellett minden bizonnyal az extracelluláris cinkkoncentrá-
ció ktilönböóségéból is fakadnak. Látható, hogy a fehé{e kináz C enzimaktiviását
és forbol észter kötését növeló 5-15 nM-os cink koncentrációtartomány (ld. 5.1.1.
fejezst) az intracelluláris cink koncentráció lehetséges értékeihez közel esik. '
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35. ábra A fehérje l<lnáz C & a cink ionok kölcsönhatásai (Csermely és

Somogyi, 1989/b nyomán) PKC : fehérje kjnáz C; R : receptor; N
GTP-kötö fehérje; Pl-C : foszfolipáz C; PIP2 : foszfatidil-inozitol-
-biszfoszf,ít; DAG : diacil-glicerol

Saját adataink szerint a fehérje kjnáz C aktivációja a65z112+ felvételé-
nek kb. 90 percnél tetözó megnövekedéséhez veznt egér timocitákban (Csermely és
mtsai, nem kÖzÖlt adatok), Forbes és munkaársai (I99Z) szerint T limfociák aktivá-
ciója során a sejten belüli szabad cinkkoncentráció számottevö növekedése figyelhetó
meg, Saját kőwetett vdataink is a szabad, cinkkoncentráció növekedésére engednek kö-
vetkeztetni timociták forbolészter-keze|ése után (Csermely és Somogyi, 1989/a). A
sejtek aktivációja során a cinkionoknak tehát mind a turnovere, mind pedig a sejten
belüli szabad koncentrációja megnö, ami arra uial, hogy a fehérje kjnáz C aktiváló-
dásában a cink ionok in vivo is szerepet játsáatnak.

Az 5.1.1. fejezetben bemutatott adataink szerint cink ionok elösegíthetik a fe-
héTe kináz c-nek a sejtmagba való átrendeódését is. A fehérje kináz c ós a cink
ionok lehetséges kölcsönha!ísait a 35. ábrán foglaltam össze. Az ábra szerint cink
ionok szerepet játszanak a fehérje kináz C aktivációjában és transzlokációjában, az
enzim aktivációja pedig a citoplazmatikus cinkkoncentráció megnövekedéséhez vez.et. E
két egymással szoros egységet képező folyamat ok-okozati összeffiggéseit mindeáűig
nem sikeriilt tiszázni, annyi azonban egyre bizonyosabbnak látszik, hogy a cinkionok
valamiféle jelzisz.erepetjátsáatnak a sejten belül. Az eddigi adatok szerint a fe-
hé[e knáz C/cink kölcsönhatások a citoszolon kívül nem annyira a pla7m4nembránía,
mint irrkább a sejtmagra jellemáek.
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6.2. 
^ 

hsp90 ATP-köt&ének, autofoszf,orilációjának 6 autoproteolízisének lehetsé-
ges §z€repe a fehérje funkciójában

ATP-köt és és autofoszforiláció
A hsp90 ATP-köté§ét és autofoszforilációját mutató adatainkat sámos laboratóri-

umban megerósítették az elmúlt idószakban (Nadeau és mtsai, 1992; Ichiro Yahara,
Tokyo Metropolitan Institute of Science; Keith Yamamoto, University of California,
San Francisco; személyes közlés). Az ATP-kötés és az autofoszforiláció fiziológiai
jelentósége mindeád.íig nem teljesen tiszázntt. Hó-sokk, illetve szímos más
stressz (hypoxia, majd az azt követó oxidatív károsodás; mérgezések, stb.) esetén a
sejten belüli kálciumkoncentráció növekedése és a pH csökkenése figyelhetö meg
(Weitzel és mtsai, 1985; Stevenson és mtsai, 1986; I-andry és mtsai, 1988; Gasbarrini
és mtsai, 1992), Eznk a váltoások kedveznek a hsp90 kálciumfiigg6 és kissé savas pH
optimummal rendelkeá autofoszforilációjának. ugyanakkor kevéssé valósánű, hogy
ezek a szorosan szabályoz.ott sejten belüli koncentrációértékek annyira megváltozza-
nak, amely lehetövé tenné, hogy a hsp90 meglehetósen nagy (inkább milimólos) kálcium-
koncentníciók esetén tapasztalható autofoszforilációja (ld. 90. old. 23. ábra és
melléklet 17. oldal) sámottevó mértékben megtörténjen. Valószínúbbnek látszik, hogy
a fehé{e autofoszforilácíójára ha valahol, akkor a sejtmagban kerül sor, ahol a
vele kölcsönhaásba lépö hisztonok az autofoszfoilációt magnézium ionok jelenlété-
ben is lehetövé teszik (ld. melléklet 18. oldal és 5.2.4. fejezet). A jelenség rész-
letesebb árgyalasára a 6.3. fejezetben fogok kitérni.

ATP hat ás ára b ekövetkezö konfotmdc ióvált oztis
A hsp90 ATP hatísára bekövetkeó konformációváltozasáról alkotott jelenlegi ké-

pünket a 36. ábrán foglalom össze. Az ATP koncentrációjának növekedése, a hömérsék_
let jelentósebb emelése, vagy csökkentése mind a kétlebenyes strukhírával bíró hsp90
(Koyasu és mtsai, 1986) 'nyflt" konformációbó| "zaít" konformációba való átmenetét
okozza (Yamamoto és mtsai, 1991; Csermely és mtsai, I993/a; melléklet 2,8. oldal).Ez
a konformációs átmenet a hsp60 és a hsp70 hó-sokk fehérje családok tagiaihoz hasonló-
an szerepet játsáat a hsp90 és m,ás fehérjék asszociációjában. Hö-sokk, illetve más,
a sejtet érö stresszes állapotok (pl. hypoxia) haksára a sejten belüli ATp koncent-
ráció jelent6s csökkenése figyelhetö meg (Findly és mtsai, 1983; Gasbarrini és
mtsai, í992). A Mg-ATP-re nénte milimólos k -mel bíró hsp90 esetén (ld. mellék-
let 26. oldal) a sejten belüli ATP koncentráció kisebb változásai is a fehérje kon-
formációjának megváltoásához vezethetnek. Ilyen módon a sejten belüli ATP koncentrá-
ció a sejt 'rendellenes' állapoát más hó-sokk fehérjékkel együtt érzekelö hsp90
egyik szabályoá eszköze lehet.

Autoproteolízis
Mint arra már a 2.2.I. és a 2.2.2. fejezetekben kitértem, a hö-sokk fehérjéket

(molekuláris chaperonokat) igen sok sál köti a sejtekben lazajlő proteolízishez. A
hó-sokk fehérjék és a proteolitikus folyamatok kapcsolaát a 27. áblázatban fog|a-
lom össze. Mint látható sámos hó-sokk fehérje maga is rendelkezik proteáz aktivitás-
sal (vagy ezznl "gyanúsítható"), jónéhány hö-sokk fehérje in vivo proteolitikus
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NylToTT zÁnr

ATP

hó-sokk
hideg-sokk

hidroíil hidrofób

36. ábra A hsp90 konformációváltozása (Csermely és mtsai, I993la alapján;
ld. melléklet, 27. oldal)

fragmentumát sikerült kimutatni, ami a proteolitikus folyamatok esetleges szabályozó
szerepére utal a hö-sokk fehérjék müködésében és fordítva: a hó-sokk fehé{ék (mole-
kuláris chaperonok) résnlétele elengedhetetlen az intracelluláris proteolitikus fo_
lyamatok szab ály o zásáb an.

H6-sokk fehérje/proteoütikus folyamat Irodalrni hivatko)ás

Hó-sokk íehérlék nint proteázok
E.CILí La
a.coÜ clpP
hsp70
hsp27 (csak hornológia)
hsp110 (csak homológia)

In vivo hö-sokk íeh@e íragmentumok
hsp70
BiP (9rp78)

. hsp90

Hó-sokk febér7ék részvétele a sejten be]íili
E.C oLÍ dnaK,dnaJ,grpE,groEL
ubikvitin/ubikvitin konj ugáló enzimek
ttsp70

Goff és mtsai, 1984
Itoh és Simon, 1990
Mitchell és mtsai, 1985
Southgate és mtsai, ]-9B3
ParseIL és mtsai, ]-991

oster és mtsai, 1_992
Mertz és Pedersen, 1989
Matthews és Burnie, 19B9r.
DhjILon és ntsai, 1992

proteo71-zi-sben
Straus és mtsai, ]-988
Hershko és Ciechanoverr !g92
Chiang és mtsai, 1989

27. áblázz't A hö-sokk fehérjék kapcsolata a proteolitikts folyamatokkal
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A 90 kDa-os hö-sokk fehérjével asszociált proteolitikus aktivitísról az 5.2.3.
fejezetben sámoliam be. Az igen tiszta hsp90 preparátumok által is muiatott kálcium-
fiiggÖ proteázaktivitás leginkább a kalpain aktivitrisához hasonlít. A hsp90 legalább
három "PEST'-régiót ártalmazó (Z-2O, 25't-Z7I és 699-727 aminosavak a Moore és mtsai
-1989- által leírt hsp9O-alfa szekvenciában), proteolitikus hasításra predesztinált
fehérje, amely kiemelkedö labilitíst muiató 15 és 16 közötti 'PEST_FIND, értékkel
rendelkezik (Rogers és mtsai, 1986). Kalmodulinkötése is a kalpain potenciális
szubsztrátjai közé sorolja (Wang és mtsai, 1989; Nishida és mtsai, 1986). A
hsp9O-nel asszociált proteolitikus aktiviüíst a 'szabályos" kalpainaktivi&ístól azon-
ban megktilönbözteti az, hogy az enzimaktivikís leupeptinnel, NEM_mel és DTNB-vel nem
gátolható, valamint az, hogy a proteolízis magnézium jelenlétében is végbemegy
(Croall és Demartino, 1991). Igy eddigi adataink arra utalnak, hogy krsérleteinkben
a hsp90 autoproteolízise zajlott le.

A hsp90 autoproteolízi§e szerepet játsáat a hsp90 izolálása során rendszeresen
megf,rgyelt 40 kDa-os, a hsp90-nel immua9l6ri"i rokonságban álló fehérje keletkezesé-
ben (ld. 93. old.). Hasonló, a hsp9O-nel rokonságot muiató, 40 kDa-os fehénét írt;&-
le, mint az l-es típusú herpes simplex vírus utí,ni fertözés, valamint Behcet-szindró_
ma a hsp90 melletti (auto)-antigénjét (Dhillon és mtsai, I99z). A hsp90 egy másik
fragmense szerepel a candidosis antigénje gyanánt (Matthews és Bumie, 1989) és egy
ugyancsak 40 kDa-os fehé{'e fragmentumot észleltek, min! 4 szteroidreceptorok sejt-
magba jutását elósegító 'faktort" (Okamoto és mtsai, 1988), és az oxidatív kömyezet_
be kenilt szteroid holoreceptor (szteroidreceptor-hsp -komplex) újonnan jelentkezö
komponensét (Silva és Cidlowski, 1989).

A szteroidreceptorok transzformációjában proteolitikus folyamatok is szerepet
játszanak (Grody és mtsai, 1982; ld. 2.2.4.2. fejezet, 48. old). A témával roglalt<o-
ző jókora irodalom mintegy fele kíilönbözb proteázgátlóknak és szubsztrátoknak a szte_
roidkÖtést és a transzformációt gátló haását írja le (Baker és Fanestil, 1977; Puca
és mtsai, 1986). Az eredmények ez.en részÉt megitélésem szerint hasonló kritikával
kell fogadnunk, minj a nehézfémkelátorokkal végzett kísérleteket (ld. 49. old.),
mivel az erösen hidrofób inhibitor/szubsztrát anyagok a szteroidreceptorok és a ve-
lük asszociált hö-sokk fehérjék hidrofób zsebeibe "beülve' aspecifikus módon is gá-
tolhatják a transzformációs folyamatokat. A szteroidreceptorok transzformációjának
"Proteolitikus elméletét" az utóbbi években meglehetósen népszerütlenné tette a szte-
roidreceptor-hÖ-sokk fehérje komplex asszociációs és disszociációs folyamatai körül
kibontakozó tudományos "miniforradalom'. A holo-receptorral asszociáIt sámos frag-
menfummal azonban mind a mai napig nem tudunk elsámolni (ld. 2.2.4.2. fejezet), ami
ág teret enged a transzformációban"szerepet játszn proteolitikus folyamatoknak. A
szteroidreceptorral Összefiiggó proteolitikus aktiviás a szteroidhatr{s terminációjá_
nak is egyik lehetséges eszköze lehet.

A hsP90 által indukált proteolízis elókrsérleteink tanulsága szerint a fehérjén
kívtil pl. akazeinre és a Hl-es hisztonra is kiterjed (Schnaider T. és Cserm"ly t.,
nem kÖajlt adatok). A 'hsp90-proteáz' további szubsztrátjai közdtt az egylk legérde-
kesebb maga a szteroidreceptor lehet.
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A szteröidreceptorral asszociált kálciumfiiggó proteáz in vitro kísérletekben
felárt tulajdouságai nagymértékben megegyeztek a calpain katalitikus sajátságaival
(Puca és mtsai, 1977; Vedeckis és mtsai, 1980; Croall és Demartino, 1991). A
hsp9O-nek a calpain-hoz hasonló katalitikus aktivitása lehetövé tesú, bogy in
vivo a calpain mellettlhelyett a hsp90 is részese lehessen a szteroidreceptorok
proteolitikus transzformációjának.

6.3. A hsp90 kölcsönhatásai a kromatinnal

Kutaásaink jelenlegi szakasában a hsp90 és a kromatin kölcsönhatásait értékelö
megjegyzések óhatatlanul inkább (munka)hipotézis jellegúek, semmint egy kiterjedt
kísérletsorozatot lezáró következtetések, Az 5.2.4. fejezetben és a melléklet 18.
oldalán bemutatott kísérletek tanulsága szerint a hsp90 direkt kölcsönha!ísba lép a
hisztonokkal, amelynek eredményeként megváltozik a hsp90 autofoszforilációjának kat-
ionfriggése és a hisztonok erösebben kötödnek a DNS-hez. Az a tény, hogy a hsp90 auto-
foszforilációja hisztonok jelenlétében az in vivo nem elóforduló milimólos kálci-
umkoncentráció helyett a frziológiás milimólos magnéziumkoncentráció esetén is lezaj-
lik, arra enged következtetni, hogy a hsp90 által katalizzlt in vivo (auto)-fosz-
forilációs folyamatok leginkább hisztonok (illetve más polikationok) jelenlétében
mennek végbe. További vizsgálatok szükségesek annaft 9145o'6sére, hogy a kromatin
milyen szerepet játszÁat a "hsp90-kináz" aktiválásában (ld. 7. fejeznt).

A 96-97. oldalon ismertetett kísérletek tanulsága szerint hsp90 jelenlétében a
kromatin kondenzácidja za,jltk le. Annak elórebocsátásával, hogy jelenlegi adataink
csak más, fiiggetlen kísérletekkel összevetve (ld. 7. fejezet) adhatnak képet a kroma-
tin sz.erkezetében hsp90 haására lezajlő váltoásokról, elmondhatjuk, hogy a hsp90
eEY, a nukleopla"minéhoz hasonló molekuláris chaperone szerepet tölthet be a sejtma_
gón Uetrit. Erre utalnak azoka Ksérleteink, amelyben a hsp90 -a cirkuláris dikroiz-
mus mérések tanulsága szerint-- tisztított ("pucér") DNS és hisztonkeverék összeállá-
sát segítette eló (ld. 26. ábláza| 97. old.).

A nukleosámík "összeállását" segító fehérjék (nukleoplazmin, numatrin, Nl/N2,
HMGI, stb.; ld. 12. áblázat,44, old.) kivétel néllail hosszabb, Glu-Asp oldallánco-
kat tartalmam szekvenciával rendelkeznek (Eamshaw, 1987). A hsp90 hasonló szekven-
ciáját a 37. ábrán mutatom be. Látható, hogy a savas oldalláncokat tartalmazÁ alfa
hélix-en a negatív töltések koncentráltan helyezkednek el, amely a hsp9O-nek egy
nukleoplazmin-jellegü hatást köIcsönöáet. Hasonló, 'pszeudo-DNS' szerkezetet téte-
leztek fel Binart és munkatársai (1989) a csirke hsp90-nek a 37. ábrán bemutatotté-
val átfedö részlete esetén.

A hsp90 azonban döntóen citoplazmatikus fehérje. [,ehet-e in vivo valóságtar-
talma tehát a hsp90 és a kromatin kölcsönhaását feltételezh elméleteknek? A lehetsé_
ges válasz egyik fele abban rejtóáet, hogy van a sejt életének olyan szakasza, a
mitózi§, ahol a citoplazma és a kromatin egym,ístól nem elszigetelten fordul elö.
Megeshetik, hogy a hsp90 a mitózis folyamrin segíti a kromoszómák koden_zílt állapoüí-
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37. ábra "Poli-Glu'|-szekvencia a hsp90 centrális domainjában Az ábrán a
hsp90-alfa 222. és 270. amin653yak közótti, a Chou-Fasman pre-
dikció (Chou and Fasman, í914) alapjan alfa helikális szerkezr-
tü részletét hintettem fel. (Aminosavak sorrendje Moore és
mtsai, 1989 szerint.)

nak fennmaraüsát. A rnísik alkalom, amikor a hsp90 a kromatin közelébe "keveredik"
az, amikora szteroidreceptorral együtt, a holo-receptor-komplex részr,ként a sejtmag-
ba jut (ld. 2.2.4.2. fejezet). A hsp90 a hiszton-DNS kölcsönhatások erósítésével
részt vehet a szteroid-válasz elem teniletén elhelyezkedö nukleosámák korrekt pozí-
cionálásában, illefve a szteroidhatás terminációjában is. Ebböl a szempontból is
érdekes, hogy a hsp90 leginkább a nukleosáma "magját" alkotó H2lH3lH4 hisztonok,
valamint a Hl hiszton terminális, "lifegö" régióival lép kölcsönhatásba (1d. 30.
ábra,97. old., valamint Csermely, P. és oikarinen, J., nem közölt adatok). Az iroda-
lomban egyre inkább elterjedó néz.et sznÁnt ezeket a "kilógó" hiszton régiókat tart-
ják fontosnak a transzkripciós faktorokka| (így a szteroidreceptorokkal) vató köl-
csönhatásban, kompetícióban is (Wolffe, 1992).

A hsp90 tehát mind a szteroidreceptor DNS-kötöhelyei közelében, mind pedig álta-
lánosan is részt vehet a kromatin szerkezetének fenntartásában, módosításában. Ugyan
e hipotézis bimnyíása, részleteinek feltárása még sámos kísérletet igényel (ld.
7. fejezet),619 annyi már most is elmondható, hogy a hsp90 és a kromatin kölcsönhatá-
sai a hö-sokk fehérjék és a sejtmagbeli molekuláris chaperonok m0ködésének általános
megértéséhez is hozzájáru|ó, új kutaási tenilet lehet.
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38. ábra Inzulinfriggö folyamatok a sejhnagban: a lamin A/C és a nukleolin
sZerepe

6.4. Inzulinfiiggö jelátviteti folyamatok a sejhnagban

Az 5.3, fejezetben sámos sejtmagbeli molekuláris chaperon, így a lamin A és C,
a nukleolin (C23) és közvetve a numatrin (B23) inzulin hatására bekövetkezö foszfori-
lációjátldefoszfoÁlacióját mutatlam be. A 38. ábrán az inzulin lehetséges hatásait
foglalom össze az e fehérjék által katalinlt sejtmagbeli folyamatokra. Mint \áthatő
inzulin haására mind, az rRNS, mind az mRNS transzportja megnó. A transzport aspeci-
fikus növekedésén kívtil (ld. 2.1,.2.I. fejezct, 10. old.) az mRNS transzport változa-
saiban a lamin C ftagmeaálódásával keletkezett nukleoád-tifoszfaáz defoszforilá-
ciója, az rRNS transzportjának növekedésében pedig minden bizonnyal a nukleolin fosz-
forilációja játszik szerepet (ld. 2.I.2.3. fejezst, 15. old. és Csermely és mtsai,
I993lb). Egyelóre nem tiszázntt, hogy a lamin A és C általunk is megfigyelt foszfo-
rilációjának van-e szerepe a lamin C fragmentálódá§ának elósegítésében , illeve az
ennek eredményeként keletkeó 'mRNS-transzporter' nukleozid+rifoszfaáz aktiválásá-
ban. A 38. ábrr{n látható módon az rRNS és az nRNS inzulin hatására megnövekedó
transzPortjának utolsó aktiváló lépése egymással ellentétes (foszforilációs, illetve
defoszforilációs) folyamat. E folyamatok inzulinfiiggó fehé{e kinázok és foszfofehér_
je foszfaázok egyidejü aktivációját feltételezik a sejtmagon belül. Ezen egymás
ellen ható enzimek minden bizonnyal térbelileg elválasztva működnek a sójtm"guan.

A lamin A és C inzulin hatására bekövetkeó, a lamin B-t elkerütö szelektív fosz_
forilációja (ld. 5.3.2. fejezet) minden bizonnyal összefiiggésben áI]. azlal, hogy e
két fehérje szerepet játsáat a sejtek differenciációjakor változó tartalmú és ter-

'RNS
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jedelmü heterokromatin 'elkerítésében" (ld. 2.I.3.2. fejezrt, 27. old.), hiszen inzu-
lin hatására a 3T3-442A sejtek is differenciálódni képesek. A lamin A és C funkciójá-
nak és interfázisú foszforilációs állapotának összefiiggéseit feldedteni még nem
sikerült.

Az inzulin ha&ísára foszforilálódó (defoszforilálódó), DNS-kötó fehérjék vizsgá-
laüít abban a reményben kezdtük el, hogy sikerül megtalálnunk egy vagy több, az inzu-
lin által indukák (repressált) génexpresszióért felelös transzkripciós faktort
(ld. 4.1. fejezet). Bár nem klzart, hogy az általurJr- leírt DNS-kötó foszfofehé{ék
között transzkripciós faktorok (pl. a szérum respon§e faktor, SRF; ld. 5.3.1.
fejeznt, 100. old.) is akadnak (Csermely és Kahn, 1,992), elképzelhetó az is, bogy az
inzulinfiiggö transzkripciós faktorokat csak más megközelítéssel lehet megtalálni.
Egyik ilyen megközelítés lehet, hogy az ínnlJÁ maga is transzJ<ripciós faktorként
(transzkripciós faktor részeként) viselkedik (Miller, 1988; Lin és mtsai, 1992). Ez
annál is inkább y6|§5zínü, mivel az inzulin B lánca közis epitopottartalmaz a glüko-
kortikoid receptor DNS-kötó régiójával (Cayanis és mtsai, 1989). E feltételezéseket
saját, nem közilt adatainkkal egybevetve, amelyek szerint inzulin haására megnö a
nszabadn (m.ís fehérjékkel komplexet nem képó) hsp90 mennyisége elképzelhetó, hogy a
szteroidreceptorok analógiájára létezlk egy nukleáris inzulinkötö receptor is, amely
az endoszómákból 'megszökött' inzulint (esetleg a hsp90 közremüködésével) eljuttatja
a sejtmagba. A jelenség vizsgálaáta tervezett krsérleteinket a 7. részben fogom
összefoglalni.

6.5. Eredményeinkból levonható általános követkeáetések

A sejtmaggal kapcsolatos kutaüísainkban azokat a jelenségeket igyekezttink megra-
gadni, amelyek specifikusan a sejtmag jelátviteli folyamataira lehetnek jellemzóek.
A sejtmag belseje a citoplazmától elkiilönrtett tér, amelynek belsó koncentrációviszo-
nyait specifikus transzportfolyamatok szabályozzák Másfelól a sejtmag belseje igen
"tömör", magasrendűen sze,rtezr,tt. A DNS sámos szakasát a sejt összes többi moleku-
lájától az krilönbözteti meg, hogy egyedi. Mind a sejtmag belsejében uralkodó helyhi-
ány, mind az egyedi inforrrr.íció védelme szükségessé teszi a DNS "bepakolását". A rep-
likáció és a transzkripció közben leajlő DNS 'ki- és becsomagolás' elképzelhetetlen
a folyamatot egyengetó molekuláris chaperonok nélkiil. Kutatómunkánk során így az
alábbi két kérdésre kerestiink adekvát válaszokat (3. rész,75. old.):

1. Mi szabályorzl a sejtmag transzportfolyamatait, ezen belül lcülönösen az ionok-
és az RNS transTortját?

2. Hogyan járulnakQozzí a sejtmag molekuláris chaperonjai a sejtmagbeli jelátvite_
li folyamatokhoz?

Kísérleteink során több --javarészt közvetett-- bizonyítékot szereztünk a cinkionok
esetleges szerepére a sejtmag jelátviteli folyamataiban. Eredményeink ugyancsak való-
színüsítik, hogy az inzulin baására megnövekedö rRNS transzportban egy sejtmagbeli
molekuláris chaperon, a nukleolin foszforilációj a játszhat szerepet. Kísérleteink
tanulsága szerint inzulin haűsára egy másik, ugyancsak az RNS transzportban részt
vev6 molekuláris chaperon-hakísrl m}ag, a lamin A és C foszforilációja is végbemegy.
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Végezeriil kezdeti eredményeink egy "klasszikus molekuláris chaperonn, a 90 kDa-os
hó-sokk fehérje, és a kromatin sokrétú kölcsönhaüísára utalnak. Eredményeink arra
Mvják fel a figyelmet, hogy a sejtmag a citoplazmában, plazmamembránban nmegszo-

kott" jelátviteli rendszereken híl ftálcium-metabolizmus, fehél'efoszforiláció,
stb.) más mechanizmusokat -pl. cinkionokat-- is használhat a benne lez,aj|ó folyama-
tok szabályozására és hogy a sejtmagban üalálható (pl. lamin, nukleolin), vagy oda
bejutó molekuláris chaperonok (pl. hsp90) nélkülöáetetlen szerepet tölthetnek be a
DNS és az RNS különböó jelátviteli folyamatok során lezajló reorganiációjában.
Kísérleteink ez*n álÁlános tanulságai olyan kutatási irányokat jelölnek ki (cink
ionok és molekuláris chaperonok szerepe a sejtmag jeláwiteli folyamataiban), ame-
lyek úttöró jellegúek.

6.6. Az eredmények lehetsQes orvostudományi vonatkorÁqai

A sejtmagban lezajlő jelátviteli folyamatok vizsgálata során érintett három,
egymással összefiiggö tenilet mindegyike ho"zásegíthet jelentós fiziológiai és patofi-
ziológiai folyamatok megértéséhez. A cink néllnilöáetetlen szerepet tölt be a limfo-
ciák aktivációjában (Csermely és Somogyi, 1988). Intracelluláris koncentrációjának
növekedése a limfociük aktivációjrinak haására (Csermely és mtsai, 1987 /a,b; Forbes
és mtsai, 1992) arra enged következtetni, hogy a cink --a kálciumhoz hasonlóan-- a
sejtaktiváció egyik másodlagos messenger-e lehet. A fehérje ktnáz C aktivációjának
általunk felLírt összefiiggései a cink sejten belüli metabolizmusával fontos elemei
lehetnek az elégtelen áplálkozas, a terhesség és az öregedés során megfigyelhetö
cink deficiencia következményeinek.

A hó-sokk fehérjéket egyre inkább, minf 3 szprvezet legösibb, sejten belüli véde-
keá ("immun") rendszerét kezdik sámon brrani. A 2.2.5. fejezetben sámos péld.ít
hoztam e fehérjék kitrintetett szrrepére a fertözések elleni krizdelemben, az autoim-
mun betegségekben és a lailönböá fiziológiás és afiziológiás károsoűsok kivedésében
(Csermely és Somogyi, í99Z). A 90 kDa-os hó-sokk fehérjének, mint a sejt egyik leg-
nagyobb mennyiségben jelenlévö hó-sokk fehé{éjének általunk leírt két enzimatikus
tulajdonsága (autofoszforilációja és autoproteolízise), csalnígy, minf 3 kromatinnal
való kölcsönhaásainak megismerése alapvetó jelentöségú lehet a szteroidreceptorok
transzformációja, az általuk megvalósított transzaktiváció és a szteroidhatás termi-
nációja molekuláris mechanizmusának megértésében. A hsp90 e biokémiai tulajdonságai-
nak megismerése elvezethet bennünket a fehérjének a szteroidreceptorokon hílmutató,
általános funkciójának megfejtéséhez is.

Az inzulinnal kapcsolatos kubnísaink hozz7járulhatnak a II-es típusú diqbetes
etiológiájának jobb megismeréséhez, következményeinek enyhítéséhez . Az elvégzntt
kísérletek gazÁag tanü§ágából most csak a nukleolin foszforilációjának és az rRNS
transzport aktivációjának egymáshoz igen hasonló koncentrációfiiggését emelném ki. A
két görbe köós vonása, hogy a folyamatok aktivációja az inzulin igen kis, 10 pM-os
koncentrációja esetén mutat maximális értéket, 100 pM esetén pedig a folyamatok kb.
félig aktiváltak (ld. 34. ábra, 101. old.). A szérumban mérhetö éhezs,si inzulinkon-
centráció általában 40 pM körüli értéket vesz fel, ez étkezés után S-l0-szeresére nö
meg (Bajaj, 1977).IÁtható tehát, hogy az RNS-metabolizmussal kapcsolatos folyamatok
éppen az inzulin kis, éhezési koncentrációi alkalmával aktívak (Purelto és mtsai,
1983; Csermely és mtsai, I993lb), míg az inzulin metabolikus hatásainak "§ekapcsolá-
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sával" (étkezés utáni inzulinkoncentrációk) e folyamatok inaktiválód.ísa figyelhetó
meg. Noha az általunk tanulmányozott sejtkulhíra rendszcr minden bizonnyal igen &í-
vol áll az in vivo könilményektól, elképzrlhetó, hogy az inzulin hormonhaása
nem csak "felÜlról', hanem 'alulról" is szabályozott, má§-más folyamatokat (növekedé_
si hormon hatás és metabolikus hatások) aktiválva éhezési és étkezés uuni állapotok-
ban. Bizonyos hatások, viselkedésbeli szokások (ismételt stre§sz, rendszeres foko_
zott frlikai aktivitás, stb.) az éhezési inzulinszint csökkenését vonják maguk ukín
(Petrova és mtsai, 1990; Regensteiner és mtsai, 1991). Elképzelhetó, hogy ilyenkor
az inzulin növekedési hormon/meiabolikus hormon hatásainak egyensúlya az elsö hatás-
típus felé tolódik el.
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7. A kutatás további irányai

Az értekeznsben ismerteüett kutanísi irányok kőzfil az elkövetkezendö idöszakban
a molekuláris chaperonok (h6-sokk fehérjék) haüísmechanizmusának további megismerésé-
re és a sejtmag inzulinffiggó fehérjefoszforilációs folyamataira krvánjuk a hangsúlyt
helyezni. Emiatt a cink metabolizmussal kapcsolatos kísérleti tervek közüt csak a
sejten (sejtmagon) belüli szabad cinkkoncentníció meghaároatsára kifejlesztett
zinquin indikátor tesztelését teweziik Dr. Ian G, Forbes-sel (Adelaide University,
South Australia) együttmüködésben.

A 90 kDa-os hö-sokk fehérjével kapcsolatos vizsgálataink sorá,n elsöként a fehér-
je proteáz*tiviásának további jellemzését krvánjuk elvégezni. A hsp90 preparátumot
esetleg sznnlyeó calpain aktivitásának további kiÁrására vizsgálrri kívánjuk a reak_
ció rendűségét (nulladrendü reakció komoly ellenérv lenne a csaknem minden hsp9O-t
elbontó szennyezó calpain jelenléte ellen) és specifrkus calpain inhibitorok (calpa-
statin) hatísát. A hsp90 preparátumban jelenlévó kalpainszennyezést (illetve ennek
hiányát) specilrkus antitestekkel és szekvenciamegbaároÁssal is tesztelni szeret-
nénk. Második lépésként fel szeretnénk dedteni a "hsp9O-proteáz' esetleges szubsz-
frátjait. A már vizsgált kazetn és hiszton mellett a szteroid receptor és a calpain
egyik "kedvenc" szubsztrátja, a fehé{e knáz C vizsgálaát tervezalk.

Szeleskörü vizsgálatokat tervezünk a hsp90 és a kromatin kölcsönhaásainak rész-
letes jellemzésére. A cirkuláris dikroizmus mérések folytakísa mellett ú.n. 'mini-
chromosome assembly assay"-vel (cirkuláris DNS-hiszton keveréken szuperhelikális
szprkezpt indukálása) megvizsgáIjuk, képes-e a hsp90 a nrrkleoplazminhoz hasonlóan a
nukleosámák korrekt "összeszereléséren és micrococcus nutJeázzal ellenórizzük, hogy
a kapott nukleosómák periodicitása megfelel-e a natív kromatinban észleltnek. A
folyamat nyomonkövetésére elektronmikroszkópos és differenciál scanning kalorimetri_
ás méréseket is tervezünk. Eddigi kísérleteink kiegészítéseként vizsgálni kívánjuk
miként hat a DNS/kromatin a hsp90 autofoszforilációjára, esetleges ATP-áz aktiviásá-
ra és proteáz aktivitására.

\
A hsp90 és a kromatin kölcsönhatísainak további vizsgálataként Dr, Jouko .

Oikarinennel (University of Oulu, Finnqrczág; és Dr. Miguel Beatoval (Philipps Uni_
versity Marburg, Németorszíg) együttmüködésben kísérleteket tervezünk arra, hogy
részt vesz-e a hsp90 a szteroid válasz elem nukleoszómáinak korrekt pozícionálásá-
ban, illetve szerepet játszik-e a hsp90 "kináz és proteáz" aktivitísa a szteroidre-
ceptorok transzformációjában, transzaktiváló haűsában, illetve a szteroidhatás ter-
minációjában, Elképzeléseink közé tartozik a sejtmag nspontánn újra-asszociációjának
(nuclear reassembly) és e folyamatban a hsp90 szerepének vizsgálata is.
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A 41. oldalon található II. áblázat a 60, 7O, 90 kDa hó-sokk fehérjék és aa

sejtmag molekuláris chaperonjai (lamin A, C, nukleolin, numatrin) közötti sámos
--már bizonyított, illetve feltételezptt- analógiát tartalmaz. Ezek közül elsöként
a primer strukhirája szerint ATP-kötóhelyekkel rendelkeó nukleolin autofoszforiláci-
óját, ATP-áa aktivitísát és denaturált fehérjéket renaturáló haüísát kívánjuk meg-
vizsgálrri.

Az inzulinffiggö sejtmagbeli foszforilációs folyamatok vizsgálatának elsó lépése-
ként Dr. Kenneth Siddle-lel (Cambridge University, Anglia) együttmüködésben további,
inzulin haására a sejtmagban foszforilálódó/defoszforilálódó fehérjék azonosítását
tervezzük. Vizsgálni Kvánjuk a folyamatokban részt vevö nukleáris fehérje knázr,-
kat, foszfofehérle foszfaáznkat és eznn enzimek szubnuklaíris kompartimenta|inció-
ját is.

Dr. C. Ronald Kahn-nal (Joslin Diabetes Center, Harvard University, USA) egnitt-
müködésben tovább lcrvánjuk folytatni a kutatíst az inzulinfiiggö transzkripciós fakto-
rok ulán, Kísérleteket terveziink az ínnúin-válasz-elemnek megfelelö oligonukleoti-
dokkal való biotin-avidin-affinilískromatográfiára inzulin és/vagy nukleosámává
rekonstituáIt hisztonok jelenlétében. Az inzulin-válasz-elemhez köt6 fehérjék detek-
álfuát a megfeleló oligonukleotidokkal végzntt "gel-shift-' és

"inverse-gel-shift-assay" (32-P fehéne a 32-P nukleotid helyett) segítségével is
tervezÁjk. Reményeink szeriat inzulinnak az eddigi rendszerekhez történö bozzáadása
elvezethet a hormon mindezidáig ismeretlen nukleáris receptorának feldedtéséhez.

Tervez,ett kísérleteink listáját hossní oldalakon keresztül tudnám még folytatni.
Most mégis az olvasó elaézesét kérem, hogy a tervezgetést itt abbaszakasztom, hiszen
már eddig is hílzottan visszaéltem a tiirelmével és tudatíban vagyok onrrak is, hogy
haártalan vágyaink véges lehetóségeinkkel való hílzott ütköztetése mindannyigfl1
egészségére káros haást gyakorol. Ezt pedig egy orvostudonrányokhoz kötödó értekezÉs
írója mindenképpen el szeretné kenilni. Lectori salutem.
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In the  primary  structure  of  protein kinase C,  the 
presence  of  a  putative  metal-binding site has  been  sug- 
gested (Parker, P. J., Coussens, L., Totty, N., Rhee, L., 
Young, S., Chen, E., Stabel, S., Waterfield, M. D., and 
Ullrich, A. (1986) Science 233,853-859). In the  pres- 
ent report, we demonstrate  that  the  most  abundant 
intracellular  heavy  metal,  zinc,  can  increase  the activ- 
ity of cytosolic  protein kinase C. Zinc reversibly  binds 
the  enzyme  to  plasma  membranes,  and it may contrib- 
ute to  the  calcium-induced  binding as well. The  intra- 
cellular  heavy  metal  chelator N,N,N’,N’-tetrakis(2- 
pyridylmethyl)  ethylenediamine  prevents  the phorbol 
ester- and  antigen-induced  translocation  of  protein ki- 
nase C. This effect can  be  totally  reversed  by  the con- 
comitant  addition  of  Zn2+, while Fez+ and Mn2+ are 
only  partially  counteractive. Our results suggest  that 
zinc  can activate protein kinase C and  contributes  to 
its binding to plasma  membranes  in T lymphocytes 
induced  by  Ca”,  phorbol ester, or  antigen. 

The activation  and  translocation of protein kinase C  are 
well established as key steps in the signal cascade, inducing 
the proliferation of T lymphocytes (1-3). Binding of protein 
kinase C to membranes requires an elevated level of intracel- 
lular  Ca2+  concentration (Ca2+-induced or “reversible” bind- 
ing) or the presence of diacylglycerols which can be very 
effectively substituted by phorbol esters. These two factors 
may also act synergistically: Ca2+ may “prime” protein kinase 
C (and/or  its putative docking protein, receptor) for its di- 
acylglycerol- or phorbol ester-stabilized binding to mem- 
branes (4-8). However, the mechanism of the translocation 
of protein kinase C is far from being fully elucidated. 

When defining the primary  structure of protein kinase C, 
Parker et al. (9) suggested the existence of a  putative  metal- 
binding site in the enzyme. We have reported earlier that 12- 

*This work was supported by grants from the Deutsche For- 
schungsgemeinschaft and by research grants from the Hungarian 
Ministry of Health  and from the Hungarian Academy of Sciences. 
The costs of publication of this article were defrayed in part by the 
payment of page charges. This article  must  therefore be hereby 
marked “advertisement” in accordance with 18 U.S.C. Section 1734 
solely to indicate this fact. 

0-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)’ treatment of T 
lymphocytes results in the translocation of heavy metals 
(mainly zinc) from the nucleus and mitochondria to  the 
cytosol and microsomes (10-12).2 In our present report we 
demonstrate that zinc  may be involved in  both the activation 
of protein kinase C  and  its binding to microsomal membranes 
of T lymphocytes. 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

Materials-ATP, bovine serum albumin, CHAPS, Chelex 100,1,2- 
diolein, DTT, EDTA, EGTA, Hepes, histone (type 111-SI, leupeptin, 
p-mercaptoethanol, Nonidet P-40, phorbol-12,13-dibutyrate, phos- 
phatidylserine, sodium orthovanadate, TMB-8, TPA, and  Triton X- 
100 were from Sigma. Cell culture media and  its supplements were 
Gibco products. BMA 030 anti-CD3 antibody (13) was kindly pro- 
vided by Dr. F. Seiler and Dr. R. Kurrle (Behringwerke AG, Marburg, 
Federal Republic of Germany). The antibody was originally referred 
to  as BW 264/56 (13), but was later designated as BMA 030 which is 
the nomenclature used here. TPEN was obtained from Behring 
Diagnostics, and H-7 was from Seikagaku America Inc. (St.  Peters- 
burg, FL). Polyethylene glycol (M, 6000)  was purchased from Serva. 
CaC12,  FeSO,,  MgCl,,  MnC12, and ZnC12  were ultrapure Merck chem- 
icals. [T-~’P]ATP (3000 Ci/mmol) and [20-3H]ph~rbol-12,13-dibutyr- 
ate (18.9 Ci/mmol) were obtained from Amersham Corp. and Du 
Pont-New England Nuclear, respectively. 

Preparation of T Lymphcytes  and Their Subcellular Fractwns- 
Mouse (CFLP, 6-8 weeks  old, male) or rabbit (-1 kg, male) thymo- 
cytes were prepared by the method of Kleiman et al.  (14). Human 
peripheral blood lymphocytes were obtained by centrifugation of 
heparinized buffy coat on a Ficoll density gradient. Cells were kept 
in  RPMI 1640  medium supplemented with 10 mM Hepes (pH 7.4). 
The viability of the cells was never less than 95% as judged by trypan 
blue exclusion. Each experiment is shown in only one cell type but 
was usually performed in all three cell  types: the results were not 
significantly different. After preincubation(s) specified in different 

of 1 mM EGTA, 2 mM EDTA, 5 mM DTT,  and 20 mM Hepes (pH 
experiments, cells were suspended in an isolation buffer (consisting 

7.4),  if not otherwise indicated) a t  a cell density of  10’ cells/ml. 
Disruption of cells and isolation of their cytosolic and microsomal 
fractions were done as described earlier (15). Since T lymphocytes 
contain a relatively small amount of endoplasmic reticulum (15), our 
microsomal preparation  can be regarded as a crude plasma membrane 
fraction. In  this way  we use both  terms for the designation of the 
membrane preparation. Microsomes were suspended in the isolation 
buffer at a protein concentration of  0.5-1.5 mg/ml. Protein concen- 
tration was determined simultaneously by the method of Lowry et al. 
(16) and Bradford (17), correcting the results for sulfhydryl com- 
pounds, Hepes, and detergents, respectively. Protein kinase C activity 
was determined immediately after isolation. 

Measurement of Protein Kinase C Activity-Cytosolic protein ki- 
nase C activity was measured from aliquots of the cytosolic fraction 
without any  further purification. Membrane-bound protein kinase C 
was solubilized from microsomes by incubation with either 0.5% (v/ 
v) Triton X-100 or with 2 mM (2 mg/mgprotein) CHAPS in isolation 
buffer for 20 min at 4 “C,  setting the protein concentration to 1.0 to 
0.5 mg/ml, respectively. In preliminary experiments we have found 
that  the detergent  CHAPS is much more suitable for the solubiliza- 
tion of protein kinase C than  Triton X-100 or Nonidet P-40 for two 
reasons: 1) it does not decrease the activity of protein kinase C 
significantly, even at concentrations as high as 4-5 mM which  was 

The abbreviations used are: TPA, 12-O-tetradecanoylphorbol-13- 
acetate; CHAPS, 3-[(3-~holamidopropyl)dimethylammonio)pro- 
panesulfonate; DTT, dithiothreitol; EGTA, [ethylenebis(oxyeth- 
ylenenitri1o)tetraacetic acid Hepes, 4-(2-hydroxyethyl)-I-piperazine- 
ethanesulfonic acid H-7, 1-(5-isoquinolinesulfonyl)-2-methylpipera- 
zine; TMB-8, 8-(N,N-diethylamino)octyl-3,4,5-trimethoxybenzoate; 
TPEN, N,N,N’,N’-tetrakis(2-pyridylmethyl)ethylenediamine. 
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proved by its removal by a Pierce Extracti-Gel  D column (data  not 
shown); therefore, we could eliminate the time-consuming DEAE ion- 
exchange chromatography from our protocol; 2) CHAPS does not 
significantly disturb the Bradford protein assay (18), in this way a 
much more exact protein  determination could be achieved. After 
incubation with detergents, the nonsoluble material was  removed  by 
centrifugation (100,000 X g, 60 min, 4  "C).  Protein kinase C activity 
was determined using a reaction medium containing 10 mM MgC12, 
0.4 mM EGTA, 400 pg/ml histone, 400 mM Hepes (pH 7.4), and 60 
pM [y3'P]ATP (100 cpm/pmol) with or without 2 m M  CaCL, 200 pg/ 
ml phosphatidylserine, and 20 pg/ml 1,2-diolein. (Lipids were dis- 
persed in  a double-concentrated Hepes/EGTA/Mg buffer by sonica- 
tion). The reaction was started by mixing 100 pl of reaction medium 
with 4-6  pg of sample protein  in 100 pl of isolation buffer. After an 
incubation of 3 min at  37 "C, unless otherwise indicated, the reaction 
was stopped by the addition of  200 p1 of chilled, freshly made trichlo- 
roacetic acid (lo%, w/v) containing 1 mM ATP  and  15 mM KzHP04. 
100  pl of bovine serum albumin (2 mg/ml) was added as a  carrier, 
and  the precipitated proteins were collected in 0.45-pm Millipore 
filters. The precipitate was washed by 5 X 5 ml of chilled trichloroa- 
cetic acid (5%, w/v) containing 15 mM KzHP04,  the filters were dried, 
and  the radioactivity was measured. The enzyme activity is expressed 
as  the difference between the values measured in  the presence and 
absence of phospholipids and Caz+  in units of nanomoles of 32P 
transferred  per min/mg protein of the sample. 

Binding  of  fHIPhorbo1 Dibutyrate-Binding of [20-3H]phorbol- 
12,13-dibutyrate was measured by modification of the method of 
Leach et al. (19). Briefly, 20-100  pg  of protein  in 200  pl of isolation 
buffer was added to 200 pl of binding medium containing 40 mM 
Hepes (pH 7.4), 10 mM MgC12, 2 mM CaC12, and 10 nM [3H]phorbol- 
12,13-dibutyrate. In preliminary experiments, we have found that  the 
presence of bovine serum albumin (at a  final  concentration of  1-10 
mg/ml) in the binding medium drastically reduces the specific binding 
in the case of both cytosolic and membrane samples, while the 
nonspecific binding (measured in the presence of 1 p~ phorbol-12,13- 
dibutyrate) remains unaffected. Therefore, bovine serum albumin 
was omitted from the binding medium. Measurement of phorbol 
dibutyrate binding to cytosolic samples was done in the presence of 
200 pg/ml phosphatidylserine. After an incubation of 30 min at  37 "C 
samples were  cooled to 0 'C, and 50 pl of bovine serum albumin (20 
mg/ml) and 200 p1 of 30% (w/v) polyethylene glycol  were added. 
Further steps of the binding assay were identical with those described 
by Leach et al. (19). Measurements of [3H]phorbol dibutyrate binding 
were done in duplicate with a difference of less than 15%. Some 
samples were analyzed after freezing in liquid nitrogen and storing 
1-4 weeks at -80 "C. Preliminary  experiments indicated no signifi- 
cant difference in the phorbol ester binding capacity of fresh and 
frozen samples. 

RESULTS AND DISCUSSION 

Zinc Can Activate Protein Kinase C-As seen in Fig. 1, 
cytosolic protein kinase C is activated by the addition of Zn2+ 
while the activity of "basal" kinases (measured in the absence 
of calcium and phospholipids) does not change significantly. 
The activation of protein kinase C ranges between 30 and 
90% in different preparations at  optimal total zinc concentra- 
tions in the range of  0.7-1.0  mM. The activity of membrane- 
bound protein kinase C cannot be increased significantly by 
the addition of zinc.  However, a t  zinc concentrations higher 
than 2.0 mM, zinc sharply  inhibits the activity of both cyto- 
solic and membrane-bound protein kinase C  (data  not shown). 
Under optimal conditions for the activation of protein kinase 
C,  zinc has  a free concentration in the range of lo-' M, while 
the inhibition occurs at free Zn2+ concentrations  in the mi- 
cromolar range. The approximate free zinc concentrations 
were estimated  after  Bartfai (20) using the stability  constants 
of EGTA, EDTA, and DTT (given in Refs. 20 and 21) cor- 
rected to pH 7.4 with the corresponding aH values.  We have 
to note that even the estimation of free Zn2+ concentrations 
is extremely difficult in a system that contains  three  chelators 
(EGTA, EDTA, DTT),  three divalent cations  (Ca2+, M$+, 
Zn2+), endogenous chelators  (proteins), and cations of the 
cytosolic fraction. In  this way the values of free Zn2+ concen- 

protein  kinase c I 

"basal"  kinase 

"t ,&"" I,@-* B-""-P""- -l;;d 
20 

9 
5 10 15 

time (minutes) 

FIG. 1. Activation of protein kinase C by zinc. Cytosolic 
protein kinase C was isolated from rabbit thymocytes, and its activity 
was measured as described under "Experimental Procedures." In 
panel A the activity of protein kinase C and in  panel B the activity of 
basal kinases are shown. Open symbols represent activities measured 
in the absence and filled symbols in the presence of zinc at a total 
concentration of  0.75  mM. At the arrows the protein kinase inhibitor 
H-7 was added to aliquots of the reaction mixtures, and protein 
kinase activities were measured at different time points  in the absence 
(O---O, 0 " )  and presence ( E " ,  &-a) of H-7 at a final 
Concentration of 100 pM. Data  are representatives of four experiments 
with standard  errors less than 15%. 

trations  can be regarded only as very  rough estimates. 
The variation of both the optimal concentration of zinc and 

the  rate of activation of protein kinase C may reflect that  the 
metal-binding site of the enzyme is differently saturated with 
endogenous heavy metals in different preparations. This pos- 
sible diversity may  be related to  the existence of different, 
genetically defined isoforms of the enzyme, as reported by 
many laboratories (22, 23 and references therein). In their 
early report Nishizuka and his co-workers (24) did not find 
any effect of zinc on the activity of protein kinase C. However, 
in their early studies  they investigated the proteolytic product 
of the enzyme (protein kinase M) which lacks the regulatory 
domain. Since the metal-binding site  has been proposed to be 
part of the regulatory domain (9), this  apparent discrepancy 
supports the role of the putative metal-binding site in the 
zinc-induced activation of protein kinase C. 

The cause of the zinc-induced protein kinase C activation 
is neither the effect of the C1- anions, since it can be dem- 
onstrated by  ZnSO, or zinc acetate  as well, nor the effect of 
Ca2+ ions which are displaced by zinc in their EGTA-, EDTA- 
complexes, since no activation of protein kinase C occurs if 
we add equimolar excess of calcium instead of zinc (data  not 
shown). The activation cannot be attributed  to  the activation 
of a  Ca2+-dependent protein kinase, since no activation occurs 
in the presence of both zinc and calcium (and in the absence 
of phospholipids) (not shown). Zinc does not influence the 
"basal" protein kinase activity (Fig. 1). This argues against 
the general role of proteolysis in the zinc-induced enzyme 
activation. The activation is a "real" activation of the kinase 
and  not the inhibition of the corresponding phosphatases, 
since after  the inhibition of protein kinase C by the protein 
kinase inhibitor,  H-7 (25), the decline in the level of phospho- 
rylation has  a similar rate  in  the absence and presence of zinc 
(Fig. 1). However,  zinc  is  known to be a  better  inhibitor of 
phosphotyrosine protein phosphatases than those of phospho- 
serine  and phosphothreonine phosphatases (26). This raises 
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TABLE I 
Binding of protein kinase C to plasma membranes induced by  calcium 

and zinc 
The cytosol and crude plasma membrane fraction of rabbit thy- 

mocytes were isolated as described under  “Experimental Procedures.” 
The isolation buffer contained 20 mM Hepes (pH 7.4), 10 mM @- 
mercaptoethanol, and  the specific additions indicated. After isolation, 
protein kinase C  activity was determined as described under  “Exper- 
imental Procedures.” Data  are mean k S.D.  of three experiments. 

Method of isolation 
(specific additions to the 

Protein kinase C activity 

isolation buffer) Cytosol 
Plasma 

membranes 
~ ~~ ~~ ~ ~ ~ 

nmol ‘‘P/min/mg protein 
EDTA (2 mM), EGTA (1 mM) 6.0 f 0.5 1.5 f 0.3 
EDTA (2 mM), EGTA (1 mM), 50 6.1 f 0.4 1.4 f 0.4 

CaC1, (3.1 mM), EGTA (1 mM), 5.1 f 0.7 2.0 f 0.3 

CaC1, (0.1 mM), 50 pg/ml leupeptin 2.0 f 0.2 4.8 f 0.8 
“Ca-plasma membranes” + EGTA 4.6 f 0.5  2.1 f 0.4 

ZnC1, (50 phi), 50 pg/ml leupeptin 2.5 f 0.3  4.5 f 0.7 
“Zn-plasma membranes” + EGTA 4.8 f 0.4 2.2 f 0.3 

pg/ml leupeptin 

EDTA (2 mM) 

extraction” 

extraction” 
Plasma membranes isolated in the presence of 0.1 mM CaCl, or 

50 p~ ZnCl,  were treated with EGTA and EDTA at  final  concentra- 
tions of 1.0 and 2.0 mM, respectively, in the presence of 20 mM Hepes 
(pH 7.4), and 10 mM @-mercaptoethanol for 60 min at  4 “C. After 
incubation, membrane vesicles were separated by centrifugation. “Cy- 
tosol” denotes the  supernatant  and “plasma membranes” the pellet, 
respectively, in these cases. 

n 2 0 3 O u l 5 0  10 20 33 40 50 
time  (minutes) 

FIG. 2. The effect of the  intracellular heavy metal chelator 
TPEN on the translocation of protein  kinase C. Human  periph- 
eral blood lymphocytes were isolated as described under “Experimen- 
tal Procedures.” Cells were preincubated at 37 “C with TPEN (panels 
B and D) at  a  final  concentration of 50 p M  or with its solvent 
dimethyl sulfoxide (0.5% v/v; panels A and C) for 20 min, and  the 
incubation was continued with TPA (panels A and B )  or with the 
anti-CD3  antibody BMA 030 (panels C and D) at final  concentrations 
of 20 nM and 20 ng/ml, respectively. (The concentration of  BMA 030 
was selected as  the optimum for its mitogenic activity, data  not 
shown.) The incubation was terminated at  time  points  indicated by 
rapid cooling to 0 “C and centrifugation of the cells. Cytosol and 
crude plasma membrane fractions were isolated, and  their protein 
kinase C activity was measured as described under  “Experimental 
Procedures.” Open and closed  circles represent  protein kinase C activ- 
ities of the cytosol and plasma membranes, respectively. Data  are 
representatives of three experiments. 

the possibility that zinc develops a heretofore hidden induc- 
tion of protein kinase C activity via tyrosine phosphorylation. 
Our results  demonstrate no activation of the cytosolic enzyme 
after preincubation with 60 p~ ATP in  the absence or pres- 
ence of 100 p~ sodium vanadate,  another known inhibitor of 
phosphotyrosine protein  phosphatases (27) (data  not shown). 
This argues against the role of tyrosine phosphorylation in 

the zinc-induced activation of cytosolic protein kinase C. 
Zinc Induces the Reversible Binding of Protein Kinase C to 

Microsomes-The results of Table I show that zinc induces 
the binding of protein kinase C to plasma membranes simi- 
larly to  the reversible binding induced by calcium which  was 
observed by several groups (5-7,28). The endogenous calcium 
content of cytosolic and microsomal fractions can  contribute 
to  the zinc-induced binding of protein kinase C. However, we 
got  very similar results  after  the samples had been treated 
with the chelating resin, Chelex  100, to remove endogenous 
calcium (data  not shown). This  strengthens the conclusion 
that zinc can induce the binding of protein kinase C to 
microsomes. The zinc-induced binding is also reversible in 
the sense that protein kinase C activity can be  recovered in 
the  supernatant after EGTA treatment. Interestingly, calcium 
alone (under conditions when  heavy metals are chelated) can 
induce only a  partial translocation of protein kinase C activity 
to plasma membranes. This suggests that zinc  which is usually 
present  in solutions as  a  contaminant at concentrations  as 
high as 0.5-1 p~ (as determined by plasma emission spec- 
troscopy (12)) may contribute to  the “Ca2+-induced” binding 
of protein kinase C  and  thus plays a general role in the 
reversible binding of the enzyme to membranes. 

The Chelation of Heavy Metals Can  Abolish the TPA- and 
Antigen-induced Translocation of Protein Kinase C: the Effect 
Can  Be  Reversed by the Addition of Zinc-Fig. 2 shows that 
in agreement with earlier reports (see Refs. 1 ,3  and references 
therein), TPA causes a  sustained translocation of protein 
kinase C while the antibody directed against the T cell recep- 
tor induces a  transient change in the localization of the 
enzyme activity. Fig. 2 also shows that  the intracellular heavy 
metal chelator TPEN, re-introduced by Arslan et al. (29), can 
abolish the  TPA-  and antigen-induced translocation of pro- 
tein kinase C in T lymphocytes. The reason for this inhibition 
is  not the chelation of intracellular calcium ions by TPEN 
because TPEN causes no decrease in the intracellular calcium 
concentration (29)’ and  the calcium antagonist  TMB-8 is not 
able to prevent the translocation of protein kinase C  (Table 
11). 

As shown in Table 11, TPEN loses its ability to prevent the 
translocation of protein kinase C if it is administered together 
with zinc, forming a  Zn-TPEN complex. This suggests that 
the reason for the inhibition is not  the effect of TPEN  as a 
chemical compound but  the effective intracellular chelation 
of heavy metals (most probably zinc) during the activation of 
T lymphocytes. The selectivity for zinc is further supported 
by the fact that two out of the four most abundant  intracel- 
lular heavy metals (in  the order of decreasing total  concentra- 
tion: zinc, copper = iron, and manganese (11, 12)), iron and 
manganese, can only partially reverse the effect of TPEN 
(Table 11). Fe- and  Mn-TPEN alone did not cause any effect 
in  the distribution  and activity of protein kinase C  (data  not 
shown). Copper was not examined since it has  a 5 magnitudes 
higher affinity for TPEN than zinc (30). In  this way copper 
displaces zinc from its complex with TPEN, making it impos- 
sible to discriminate between their effects. 

The translocation of Ca2+-  and phospholipid-dependent 
histone kinase activity cannot be regarded as an unambiguous 
sign of the translocation of protein kinase C  as  a protein 
because of possible changes in the substrate specificity of the 
enzyme (31). Therefore, we have investigated the distribution 
of [3H]phorbol dibutyrate receptors simultaneously. Our re- 
sults in Table I1  show that  the distribution of phorbol dibu- 
tyrate receptor is corresponding to  the distribution of protein 
kinase C activity in different samples. These results suggest 
that  the changes in the distribution of protein kinase C 
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TABLE I1 

The  effect of different agents on  the TPA- and antigen-induced translocation of protein kinase C 
Human  peripheral blood lymphocytes and  their cytosolic and crude plasma membrane fractions were isolated, 

and  the protein kinase C activity and [3H]phorbol dibutyrate-binding capacity were analyzed as described under 
"Experimental Procedures." Treatment of the cells with different agents was performed as described in the legend 
of Fig. 2, with the exception that  the time of incubation with TPA or the anti-CD3 antibody BMA 030 was 10 min 
at  37 "C. Zn-TPEN,  Fe-TPEN,  and  Mn-TPEN were produced by mixing equimolar amounts of TPEN  and ZnCl,, 
FeSO,, and MnCl,, respectively. The complexes were administered to get the same final concentration for TPEN 
(50 PM) as in the  treatment with TPEN alone. Cells were treated with TMB-8  at a final concentration of 100 ~ L M  
for 20 min at  37 "C. Data  are mean f S.D.  of three experiments. 

Treatment 
Protein kinase C activity [3H]Phorbol dibutyrate binding 

CytO801 Plasma membranes Cytosol Plasma membranes 
nmol 3zPfminfmgprotein f m o l j m g  protein 

Control 
+ TPA 

3.4 f 0.6  0.7 f 0.3  1200 f 120 150 f 30 
0.4 f 0.2 1.8 f 0.4 80 -C 10  560 f 60 + BMA 030 antibody 1.6 f 0.3  1.5 f 0.2  700 f 110 510 f 90 

+ TPEN 3.5 f 0.4  0.6 f 0.2 1010 k 30 
+ TPEN,  TPA 

180 f 40 
2.9 & 0.5 0.6 f 0.1  950 * 50 + Zn-TPEN,  TPA 

230 f 20 
0.3 f 0.1 1.5 f 0.2 ND" 

+ TPEN, BMA 030 
470 f 50 

3.1 f 0.4  0.8 f 0.2  1130 f 70 ND" 
+ Zn-TPEN, BMA 030 1.7 f 0.4 1.6 f 0.3  760 zk 80 360 f 60 
+ Fe-TPEN,  TPA 1.8 f 0.2  0.8 f 0.2 750 f 20 
+ Mn-TPEN,  TPA 

150 f 40 
1.5 f 0.7 1.1 f 0.3 580 f 20  250 f 20 

200 f 20 
0.3 f 0.05 1.6 f 0.3  40 f 20  570 f 40 
1.7 f 0.3  1.6 f 0.2 800 f 50 540 f 20 

+ TMB-8 3.6 f 0.3  0.8 f 0.3  1350 f 140 
+ TMB-8, TPA 
+ TMB-8, BMA 030 

ND, not detectable. 

activity reflect real changes in the distribution of the enzyme Methods  Enzymol. 108,43-49 
in our system. 15. Ferber, E., Resch, K., Wallach, D. F. H., and Imm, W. (1972) 

Biochim. Bwvhvs.  Acta 266.494-504 

Addendum-While this manuscript was being reviewed, Murakami (1951) J. Biol. Chem. 193,265-275 
16. Lowry, 0. H., Roiebrough, N.'J., Farr, A. L., and Randall, R. J. 

et al. (32) published similar results regarding the biphasic activation 17. Bradford, M.  M. (1976) Anal, Biochem. 72, 248-254 
and inactivation of protein kinase C by Zn2+. 18. Fanger, B. D. (1987) Anal.  Biochem. 162,  11-17 

19. Leach, K.  L.. James, M.  L., and Blumberg, P. M. (1983) Proc. 

1. 
2. 
3. 

4. 

5. 

6. 

7. 

8. 

9. 

10. 

11. 

12. 

13. 

14. 
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In the primary structure of the major phorbol ester receptor, protein ki- 

nase C the presence of putative metal (zinc) binding sites has been sug- 

gested. We have demonstrated earlier that zinc activates protein kinase C 

and contributes to its binding to plasma membranes in T lymphocytes. Here 

we report that zinc increases the phorbol ester binding affinity of cyto- 

solic protein kinase C. The effect of zinc on the membrane-bound enzyme is 

much less pronounced. Our results raise the possibility that cytosolic 

protein kinase C is a mixture of isoenzymes with different sensitivity to- 

wards zinc ions. 0 1988 Academic m-e**, mc. 

Six years ago Castagna et al (1) have discovered that tumor promoter 

phorbol esters specifically and directly activate protein kinase C. After 

their initial studies numerous reports have demonstrated that indeed, the 

phorbol ester receptor is protein kinase C (2-4). - 

Defining the primary structure of protein kinase C Parker et al (5) have 

found cysteine-repeating sequences in the regulatory domain of the enzyme 

which often appears as a motif of Zn 2+ - and DNA-binding domains (6,7). Ex- 

amining the possible role of these “zinc-fingers” we have found that zinc 

can activate protein kinase C at nanomolar free concentration (8,9). Simul- 

taneously Murakami et al (10) also demonstrated a zinc-induced activation 

of the enzyme. Besides the activation of protein kinase C zinc seems to 

contribute to the Ca 2+ -, phorbol ester- and antigen-induced binding of the 

enzyme to plasma membranes in T lymphocytes (8,9). 

In the present report as a next step in the elucidation of interactions be- 

tween protein kinase C and zinc we examine the effect of zinc on binding of 

radioactive phorbol ester to its cytosolic and microsomal receptors in T 

lymphocytes. 
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MATERIALS AND METHOOS 

Materials: bovine serum albumin, dithio-treitol, EDTA, EGTA, Hepes, phor- 
bol dibutzate, phosphatidyl serine and Triton X-100 were from Sigma. Cell 
culture media were Gibco products. N,N,N;N'-tetrakis-(2-pyridylmethylj- 
-ethylenediamine (TPEN) was obtained from Calbiochem. Polyethylene glycol 

(M.w.: 6000) was purchased from Serva. CaClz, MgCll and ZnClz were ultra- 
pure Merck chemicals. [20-‘H]phorbol-12,13-dibutyrate ('H-pdbu), 18.9 Ci/ 
mmol) was obtained from Ou Pont-New England Nuclear. 

Preparation of microsomes and cytosol of T lymphocytes: Rabbit 
( 1 kq, male) thvmocvtes were prepared bv the method of Kleiman et al (11) 
in Eagie’s Minimal Essential Medium supplemented with 10 mM Hepes (pH 7.4). 
Cells were suspended in isolation buffer (consisting of 1 mM EGTA, 2 mM 

EOTA, 5 mK dithio-treitol and 20 mM Hepes, pH 7.4) at a cell density of 10’ 
cells/ml. Disruption of cells and isolation of their cytosolic and micro- 
somal fractions were done as described earlier (12). Microsomes were sus- 
pended in isolation buffer at a protein concentration of 0.5-1.5 mg/ml. 
Protein concentration was determined by the method of Bradford (13). 

w of L3H]phorbol-dibutyrate: Binding of C20-3H]phorbol-12,13- 
- ibu vrate was measured bv modification of the method of Leach et al (3) 
as descr:ibed earlier (9). Measurements of [3HJphorbol-dibutyrate binding 

were done in duplicates with a difference of less than 15 %. Data are ex- 
pressed as a difference of CjH]phorbol-dibutyrate binding in the absence 
and presence of 1pM unlabeled phorbol-dibutyrate (specific binding). 

RESULTS 

Figure 1. shows the dependence of [3H]phorbol-12,13-dibutyrate c3H-pdbu) 

binding on the total concentration of zinc ions. Zinc increases the cyto- 

solic binding of phorbol-dibutyrate to approximately 2-fold, while it af- 

fects only slightly the membrane binding of the phorbol ester. Zinc pro- 

duces its maximal effect on the cytosolic phorbol ester receptor at a final 

concentration of 0.35-0.4 mM which corresponds to a free concentration of 

zinc in the range of 10 -9 
M. The approximate free zinc concentration was 

estimated after Bartfai (14) using the stability constants of EGTA, EOTA 

and dithio-treitol --given in refs. 14 and 15-- corrected to pH 7.4 with 

the corresponding aH values. We have to note that this value can be re- 

garded only as a very rough estimate, since even the estimation of free 

Zn2+ concentration is extremely difficult in a system which contains three 

chelators (EGTA, EOTA, dithio-treitol), three divalent cations (Ca 2+ , Mg 2+ 

and Zn 2+ 
>, endogenous chelators (proteins) and cations of the cytosol. 

The aspecific binding of the cytosolic and membrane samples were 39 + 6 

and 58 2. B fmol respectively in the experiments of Figure 1. Zinc did not 

influence significantly the aspecific binding of C3H]phorbol-dibutyrate 

throughout the whole concentration range tested. Without phosphatidyl ser- 

ine zinc had no effect on 3H-pdbu binding to membrane samples while it had 

only a very slight effect on the cytosolic binding of phorbol-dibutyrate, 

The effect of zinc was similar if we tested it at other protein concentra- 

tions (data not shown). 
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Figure 1. The effect of zinc on the binding of C3HJphorbol-dibu- 
tyrate. Cytosolic (r-) and microsomal (o - - - o) fractions 
of rabbit thymocytes were isolated and their L"Hlphorbol-dibuty- 
rate (3H-pdbu) binding was analysed as described in “Materials 
and Methods". The binding medium contained 10 nM C3H]phorbol-di- 
butyrate, 50 pg of cytosolic and 100 bg of microsomal protein, 
respectively and ZnCla at final concentrations indicated. Data 
are means + SOS of three separate experiments. 

Figure 2. Concentration dependency of [3H]phorbol-dibutyrate 
(3H-pdbu) binding in zinc depleted and supplemented 
cytosol (a) and microsomes (b). The cytosol and micro- 
somes of rabbit thymocytes were isolated and binding of 3H-pdbu 
was measured as described in “Materials and Methods". Binding 
medium contained 50 Fg of cytosolic and 200 pg of microsomal 
protein, respectively; ZnCla at final concentration of 0.7 mM 
(a-o), 100 PM TPEN (o - - - o) or no addition (A). 3H-pdbu 

was added at final concentrations indicated. The insets show 
the Scatchard analysis of the binding. Oata are means 2 SOS of 
three separate experiments. 

Figure 2. shows the difference in the concentration dependency of E3H_lphor- 

bol-dibutyrate binding in the presence (filled circles) and absence of zinc 

(open circles). The removal of endogenous zinc was enhanced by the addition 

of the hydrophobic chelator of heavy metals, N,N,N;N'-tetrakis-(2-pyridyl- 

methyl)-ethylenediamine (TPEN, 16). TPEN has 7 and 2 orders of magnitude 

higher affinity for zinc than EGTA and EDTA, respectively (15,171 and it 

can penetrate to hydrophobic environment as well. In this way TPEN may have 

a much higher efficacy in removal of zinc from its binding sites than EGTA 

or EDTA. In the zinc depleted cytosol the binding curve of phorbol-dibuty- 

rate and its Scatchard analysis (see inset in Figure 2., panel 2) suggests 

the presence of at least two binding sites for [3H]phorbol-dibutyrate of 

different affinity for the phorbol ester. After the addition of zinc (fill- 

ed circles) the binding of phorbol-dibutyrate can be characterised only 
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with one, "high-affinity" binding site. The binding constant of the high 

affinity site is in the range of 3-5 nM while the “low affinity” site of 

the zinc-depleted sample has a binding constant ~27 nM. The high affinity 

binding in the zinc depleted cytosol corresponds to approximately l/3 of 

the overall1 binding sites. Phorbol ester binding in the presence of only 

EGTA and IiOTA is similar to that of the TPEN treated samples (see trian- 

gles). 

Zinc has a much slighter effect on the phorbol-dibutyrate binding of micro- 

somal samples (Figure Z., panel b). Microsomal samples show only a "low af- 

finity” binding. Their binding constants are -21 and -28 nM in the pre- 

sence or in the absence of zinc, respectively. The difference in the bind- 

ing constant of high affinity cytosolic and microsomal phorbol ester recep- 

tors is in good agreement with the results of several other laboratories 

(4,18). The overall increase in the binding constant of microsomal phorbol- 

-dibutyrate binding compared to the high affinity binding sites of the cy- 

tosol may reflect the reduced accessibility of phorbol ester binding sites, 

a possible occupation of the binding sites by endagenous diacyl-glycerols 

or simply the "dilution" of hydrophobic phorbol ester by the membrane lipids. 

DISCUSSION 

Our preselnt report demonstrates that zinc markedly increases the binding 

affinity of cytosolic phorbol ester receptors while it has only a slight 

effect on the phorbol-dibutyrate binding of microsomal samples. The effect 

of zinc can not be a simple aspecific aggregation of the polyethylene 

glycol precipitated proteins since zinc does not increase the aspecific 

binding of phorbol-dibutyrate and it has markedly different effects on cy- 

tosolic and microsomal samples. 

Calcium is known to increase the binding affinity of phorbol ester to its 

receptor (17,19,20). Zinc having a higher affinity to EOTA and EGTA than 

calcium excludes Ca2+ from its complexes with these chelators. However, 

the effects of zinc were specific since the addition of equimolar CaClZ 

did not cause a significant increase in the binding of 3 
H-pdbu (data not 

shown). The free Ca2+ concentration in our binding medium was approx. 110 

PM while Sando at Young (18) have demonstrated that 3H-pdbu binding has a 

saturation above a free Ca 2+ concentration of 10pM. The effects of zinc 

are different from those of Ca 2+ . Calcium induces a marked increase in the 

affinity of 'H-pdbu binding of particulate fractions (19,ZO). On the 

contrary !, zinc has only a slight effect on the microsomal phorbol ester 

binding. 

If endogenous zinc is depleted from the cytosol by the addition of N,N,N;N’- 

-tetrakis-(Z-pyridylmethyl)-ethylenediamine (TPEN) the cytosolic phorbol- 
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-dibutyrate binding can be characterised by multiple (at least two) binding 

sites with different affinities. Our results are similar to the data of 

Ashendel (4) who also demonstrated the presence of a high and a low affinity 

binding site of 3H-tetradecanoyl-phorbol-acetate in the cytosol. This phe- 

nomena may reflect the presence of isoenzymes of protein kinase C which 

were discovered just recently (21-23). Taken these data together it can be 

supposed that cytosol contains various isoforms of phorbol ester receptor/ 

/protein kinase C which are different in respect of their zinc content. The 

addition of zinc may “prime” the “low affinity” cytosolic phorbol ester re- 

ceptor and “convert” it to a "high affinity” one. Further experiments are 

needed to clarify whether TPEN-treated cytosolic protein kinase C represents 

a partially or totaly zinc-depleted enzyme. If TPEN deplets only a part of 

the zinc content of protein kinase C the existence of phorbol ester recep- 

tors with even lower affinity may be anticipated. 

Zinc has a much smaller effect on the affinity of membrane-bound phorbol 

ester receptors. Our recent studies suggested that zinc is necessary for 

the binding of phorbol ester receptors to microsomal membranes (9). Mem- 

brane-bound protein kinase C may be saturated with zinc --as a possible 

preequisite of membrane binding-- and therefore additional zinc causes on- 

ly a slight increase in its binding affinity towards phorbol esters. The 

zinc binding site(s) of protein kinase C may be buried after membrane 

binding and/or the affinity of these sites may be higher than that of TPEN. 

This may explain the slight difference between phorbol ester binding of 

TPEN- and zinc-treated microsomal preparations. However, to strengthen 

this hypothesis numerous further evidences are needed. The investigation 

of interrelationships between zinc and the isoforms of protein kinase C is 

in progress in our laboratory. 

In recent studies we demonstrated that phorbol ester treatment causes an 

intracellular translocation of zinc from the nucleus and mitochondria to 

the cytosol and microsomes of T lymphocytes (24,25). The phorbol ester-in- 

duced increase in the zinc conentration of the cytosol was supported fur- 

ther by the observation that phorbol ester (or diacyl glycerol) treatment 

impairs the Ca 
2+ -transporting ability of Ca-ionophores most probably by 

enhancing the formation of stable Zn-ionophore complexes (26). This effect 

can be generalised: zinc can substitute Ca 
2+ 

in a number of Ca 2+ 
-binding 

sites (27). In this way zinc may be involved in the phorbol ester (protein 

kinase C)-induced attenuation of Ca 2+ signals. 

On the other hand the intracellular translocation of zinc after phorbol 

ester treatment activates protein kinase C, supports its binding to plasma 
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membranes (9) and enhances the affinity of cytosolic protein kinase C to- 

wards phorbol-dibutyrate. These effects may take place at a later period 

of T lymphocyte activation (approximately after 1.5 hours, see ref. 26). 

Thus zinc may be involved in the prolonged activation of protein kinase C 

under conditions when the initial activators of the enzyme (mostly: diacyl 

glycerols) have been already metabolised. In this way the zinc-induced in- 

crease in phorbol ester binding affinity may have a physiological impor- 

tance in the activation of T lymphocytes. 
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12-0-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate (TPA) can significantly reduce t h e  Ca- 
ionophore-induced rise in the intracellular calcium concentration (CaJ of T 
lymphocytes measured by quin2 or fura-2 fluorescence. This counteraction 
of TPA is maximal at a preincubation of 90 min at TPA concentrations higher 
than 20 nM. 45Ca uptake and efflux measurements directly indicate that TPA 
does not activate the calcium extrusion systems in thymocytes but impairs 
the Ca-transporting ability of Ca-ionophores. TPA causes no immobilization 
of the Ca-ionophores as it is demonstrated by the lack of significant changes 
in fluorescence and fluorescence polarisation of A23187 during TPA incuba- 
tion. Similarly t h e  energy transfer between the Tyr, Try groups of membrane 
proteins and A23187 shows no significant difference in control and TPA 
treated thymocytes. This indicates that A23187 is not in a membrane protein- 
bound form after TPA preincubation. The intracellular heavy metal chelator, 
N,N,N’,N’-tetrakis(2-pyridylmethyl)ethylenediamine (TPEN) restores the iono- 
phoretic ability of Ca-ionophores in TPA pretreated cells to the control level. 
Diacyl-glycerols also impair the Ca-transporting ability of Ca-ionophores. TPEN 
prevents this effect as well. These findings suggest that TPA and diacyl- 
glycerols may cause an increase in the availability of intracellular heavy metal 
ions. Our results may reflect a new, physiologically important mechanism of 
ihe action of diacyl-glycerols and phorbol esters. 

The tumor promoter 12-0-tetradecanoyl-phorbol-13- 
acetate (TPA) is mitogenic for T lymphocytes of wide 
origin (Whitfield et al., 1973; Mastro and Mueller, 1974; 
Wang et al., 1975; Mastro and Smith, 1983; Gelfand et 
al., 1985) and synergistically enhances the mitogenic 
effects of lectins (Mastro and Mueller, 1974; Wang et  al., 
1975; Gelfand et al., 1985) or calcium ionophores (Wang 
et  al., 1975; Mastro and Smith, 1983). However, in the 
past years several reports have demonstrated that TPA 
can inhibit the DNA synthesis of mitogen activated T 
lymphocytes. The exact mechanism of this antiprolifer- 
ative effect of TPA is not known (Gescher, 1985; Droge, 
1986). 

The presence of extracellular calcium is an important 
requirement for T lymphocyte activation (Alford, 1970; 
Imboden et al,, 1985). In the past years i t  has been 
proved that, indeed, a rise in the intracellular calcium 
concentration (Ca;) is one of the earliest events of the 
activation process (Tsien et al., 1982; Hesketh et al., 
1983; Imboden et  al., 1985). Recently numerous reports 
have demonstrated that TPA is able to block the agonist- 
induced rise in Ca; in various cell-types (Rickard and 
Sheterline, 1985; Poll and Westwick, 1986; Mendoza et 

6 )  1989 ALAN R LISS, INC. 

al., 1986 and references therein). Mastro and Smith 
(1983) have shown that  the synergistic, co-mitogenic ef- 
fect of TPA depends on the duration of TPA incubation 
and on the sequence of addition of TPA and the calcium 
ionophore, A23187. 

In the light of these findings the possibility arises that 
the antiproliferative and “Ca-blocking” effect of TPA 
can be linked. However, in case of antigens or lectins 
several other changes also occur besides the rise in Ca; 
(Irnboden et al., 1985). Therefore the aim of this study 
was to investigate the effect of TPA in a “model-sys- 
tem”, where only a rise in the intracellular calcium 

Received May 20, 1987; accepted December 4, 1987. 
Abbreviations used: Cai, intracellular calcium concentration; Ca,, 
extracellular calcium concontration; UMSO, dimothyl sulfoxide; 
EGTA, ethylene-glycol-bis(P-aminoothyl ether)N,N,N‘,N‘-tetraacetic 
acid; OAG, oleoylacetyl-glycerol; TPA, 12-0-tetradecanoyl-phorbol-13- 
acetate; TPEN, N,N,N’N’-tetrakis(2-pyridylmethyl~-ethylene~diamine, 
*To whom reprint requestsicorrespondence should be addressed. 
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concentration served as an  initial signal for increased 
cell proliferation. In this way we have studied whether 
TPA can affect the Ca-ionophore-induced rise in Cai. In 
the present paper we report that TPA can greatly reduce 
the Ca-ionophore-induced rise in Ca; of thymocytes. This 
effect is not due to the TPA-induced activation of Ca- 
extrusion processes or immobilization of Ca-ionophores. 
The counteraction of TPA can be explained mostly by an  
increased availability of intracellular heavy metal ions. 
These findings have been published earlier in a prelim- 0 

Z 
W 

MATERIALS AND METHODS 0 
0 w Materials 

A23187, ionomycin, TPEN and fura-2 acetoxymethyl 
ester were from Calbiochem. Calrnidazolium (R24571), 0 
dioctanoyl-glycerol, Hepes, oleoyl-acetyl-glycerol, quin2 3 
acetoxymethyl ester and TPA were Sigma products. Tri- IL 
ton X-100 was from Serva, dimethyl-sulfoxide from 
Fluka. 3H-quin2 acetoxymethyl ester (370 MBqImmol) 2 was an  Amersham product. 45CaC1z (4.3 GBq/mmol) was 2 
from the National Institute of Isotopes (Budapest, Hun- a 
gary). Cell culture media and the supplements used 
were from Gibco. Diphenyl-oxazole and 1,4-di(2-(5- 
pheny1)-oxazoy1)benzene were from Koch-Light Labora- 
tories (Colnbrook, Berks, England). CaClz and MgC12 
were Merck ultrapure products. All the other reagents 
used were of best analytical purity. 

Isolation of mouse thymocytes and TPA-incubation 

inary form (Csermely and Somogyi, 1986). 
c e l l s  t. quin2 -+ DMSO I -' 

i 

Time (H 1 m i d  
Mouse (CLFP, 6-8 weeks old, male) thymocytes were Fig. 1. The effect of TPA preincubation on the A23187-induced rise ir  

prepared by the method of Kleiman et al. (1984). After Cai of mouse thymocytes. Mouse thymocytes were incubated with 
isolation, cells were incubated with TpA (at concentra- DMSO (panel A, 0 or with TPA at a final concentration of 50 nM (panel 

B )  for 90 min as described in Materials and Methods. In case of panels tions and times indicated) or with the solvent dimethyl A and B q u i d  loading and measurement of Cai was done as described 
sulfoxide (DMSO) at a final Concentration less than 0.2% in Materials and Methods. Panel C shows the autofluorescence of cells 
(v/v). Cell density was 5 X lo6 cells/ml. the incubation before and after the addition of A2187. At the arrows A23187 (in the 
was performed at 37°C in Eagle's minimal essential final concentrations indicated), Triton X 100 (0.05% vlv) and MnC12 (10 
medium mM Hepes (pH 7.41, es- pM) were added. The fluorescence scales in panels A-C are identical. 

The traces shown are representatives of' six separate experiments. The 
sentid amino acids, streptomycin and Penicillin 100 u/ intracellular quin2 concentration was in the range of 0.8-1.2 mM. 

with 

ml each. In the experiments viability was never below 
95% as judged by trypan blue exclusion. - - - _ _  

included the quin2 loading procedure. (In this case TPA 
concentration was maintained at a constant throug.hout Measurement of intracellular calcium concentration 

Loading of quin2 and measurement of its fluorescence the incubation.) At time points where the two experi- 
was carried out as described earlier (Csermely and Som- mental protocols were overlapping (45, 60 and 90 min) 
ogyi, 1987). Briefly, thymocytes were incubated with there was no significant difference in the results (not 
quin2 acetoxymethyl ester or with fwa-2 acetoxymethyl shown). 
ester at a final concentration of 20 pLM or 2 pM respec- Fluorescence measurements were performed in a Spec- 
tively at  37°C. The medium of incubation contained 143 trofluo J y 3  (Jobin Yvon, Longjumeau, France) spectro- 
mM NaC1, 1 mM NazS04,5 mM KC1, 1 mM NaHzP04, fluorimeter. The excitatiordemission wavelength pair 
0.5 mM MgC12,l mM CaC12, 5 mM glucose and 10 mM was 339/492 nm in case of quin2 measurements and 
Hepes, pH 7.4 (standard medium). In the first 20 min of 340/510 nm in case of fura-2 measurements, respectively 
incubation, the cell density was 5 x lo7 cells/ml, then (4 nm slits). The samples were measured in 1 cm square 
the cells were diluted to tenfold with standard medium quartz cuvets thermostatted to 37°C. The calibration of 
and incubated further for 20 min. The amount of extra- the fluorescence signal and the calculation of the intra- 
cellular indicator was routinely checked by the method cellular calcium concentration was done as described 
of Hesketh et al. (1983) and Pollock et al. (1986). The earlier (Pollock et al., 1986, Csermely and Somogyi, 
intracellular concentration of quin2 was determined us- 1987). 
ing 3H-quin2 acetoxymethyl ester. The intracellular vol- 
ume of mouse thymocytes was taken as  104 fl (Hesketh %a uptake and efflux measurements 
et al., 1983). 45Ca uptake was measured by incubation of mouse 

In case of TPA preincubation up to 90 min, cells were thymocytes in Eagle's minimum essential medium sup- 
first loaded with quin2 then incubated with TPA. In case plemented with 10 mM Hepes (pH 7.41, essential amino 
of incubations longer than 45 min the experiments were acids, streptomycin and penicillin 100 U/ml each and 40 
(also) done under conditions when TPA preincubation kBq/ml (2-2.5 X lo6 cpdml )  45CaC1z. Incubation was 
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A23187 concentration (nM) 
Fig. 2. The time and concentration dependence of the effect of TPA 
preincubation on the A23187-induced rise in Ca,. Treatment of mouse 
thymocytes with TPA, measurement and calculation of Ca, was done 
as described in Materials and Methods. The fluorescence signal of 
quin2 was followed for 5-10 rnin after each addition and the Ca, was 
calculated from the final, steady-state value. Data points are values 
after serial additions of A23187. However remeasurement of some data 
points after prompt addition of A23187 in appropriate concentration 

done in Eppendorf tubes at a cell density of 5 x lo6 
cells/ml at 37°C for the times indicated. The final vol- 
ume of the sample was 1 ml. After the incubation cells 
were centrifuged in a microfuge. After the removal of 
the supernatant the tips of the Eppendorf tubes were 
cut and placed into scintillation vials. Radioactivity was 
determined by liquid scintillation; the scintillation cock- 
tail contained 5.9 gA diphenyl-oxazole, 160 mgA 1,4- 
di(2-(5-phenyl)-oxazoyl)benzene, 30% (vh) Triton X-100 
and 70% (vh) toluene. 

For 45Ca efflux measurements cells were loaded with 
45Ca by incubation with 160 kBq/ml (lo7 cpdml)  
“CaC12 for 30 min. Other conditions of incubation were 
the same as described for 45Ca uptake measurements. 
The excess of “Ca was removed by centrifugation (400 
g, 5 min, 4°C) and cells were washed twice with the 
same volume of Eagle’s medium. Cells were resus- 
pended in the same medium (with no 45Ca added) a t  a 
cell density of 5 x lo6 celldml. At times indicated 0.5 
ml aliquots of the cell suspension were withdrawn and 
centrifuged in a microfuge. Radioactivity of 2 X 0.2 ml 
of’ the supernatant was determined. 

Measurement of A23187 fluorescence and fluorescence 
polarisation 

A23187 fluorescence was measured after Pfeiffer et al. 
(1974). The excitation-emission wavelength pair was 370 
nm and 430 nm, respectively. Fluorescence polarisation 
measurements were made using polarization filters. (Or- 
iel Co., Stamford, CT, USA) by the general procedure of 
Chen and Bowman (1965). For the calculation of the 

resulted in no significant differences in Ca,. Samples were incuhated 
with DMSO for 150 min (0-0); or with TPA (at a final concentration 
of 20 nM) for 15 rnin (A-A), 30 rnin m-W, 45 rnin (m-m), 90 rnin 
(+-+), 120 min (*-*) or 240 rnin ( X - X I .  The inset shows the TPA 
concentration dependence ofA23187 concentrations necessary to reach 
calcium equilibration (incubation time: 90 mid .  Data are representa- 
tive of three separate experiments. The intracellular quin2 concentra- 
tion was in the range of 0.6-1.3 mM. 

emission anisotropy we used the formula of Jablonski 
r = (Iw-G x Ivh)/Im + 2G x Ivh) where I,, and Ivh is 
the fluorescence intensity at vertical-vertical or vertical- 
horizontal filter positions respectively. The grating fac- 
tor (G, the ratio of the fluorescence intensities measured 
at horizontal-vertical and horizontal-horizontal filter po- 
sitions) was 0.30 in our experiments. 

Energy transfer measurements 
Energy transfer measurements were done after Hyono 

et al. (1985). Excitation wavelength was 270 nm and the 
emission spectra were recorded after serial addition of 
A23187 at final concentrations indicated. Both the exci- 
tation and emission slits were 4 nm, cell density was set 
to 2 x lo6 cells/ml. Emission spectra were corrected to 
the fluorescence of A23187 observed at 270 nm excita- 
tion. A23187 fluorescence was measured in the presence 
of soybean lecithin liposomes mimicking the hydropho- 
bic environment of plasma membranes. Liposomes were 
prepared by sonication using a Sonic 300 dismembrator 
(Artex Inc. Co., Farmingdale, NY, USA). The optimal 
density of liposomes (0.2-2 pglml) was set to get the 
same increase in A23187 fluorescence (measured at dif- 
ferent A23187 concentrations) as  by addition of mouse 
thymocytes at a cell density of 2 x lo6 cells/ml. 

RESULTS 
TPA can reduce the A23187-induced rise in the 

intracellular calcium concentration 
In Figure 1 the effect of TPA preincubation on the 

A23187-induced rise in the intracellular calcium concen 
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A23187 concentration (MI 
Fig. 3. The effect of TPA preincubation on the A23187-induced 45Ca- 
uptake. Mouse thymocytes were incubated with DMSO (open circles) 
or with TPA at a final concentration of 20 nM (closed circles) for 90 
mn. 45Ca uptake measurements were done as described in Materials 
and Methods. Preliminary experiments indicated maximal 45Ca up- 
take at 2 min of incubation in the presence of A23187 (not shown). 
Therefore this incubation time was chosen for 45Ca uptake measure- 
ments in the presence of Ca-ionophores. Data are means * SDS of 
three separate experiments done in triplicates. 

tration (quin2 fluorescence) is shown. Control cells were 
incubated with the solvent of TPA, dimethyl sulfoxide 
(less than 0.2% v/v, panel A). Panel C shows the autoflu- 
orescence of cells before and after the addition of A23187. 
(The fluorescence of A23187 was identical if we mea- 
sured it in TPA-preincubated cells, data not shown.) If 
panel A and C are compared it can be seen that after 
the addition of 20 nM of A23187 the increase in the 
fluorescence in panel A is due to the autofluorescence of 
A23187. The addition of Triton X-100 does not cause a 
further increase in quin2 fluorescence. Thus Cai is equil- 
ibrated with the extracellular calcium concentration 
(Ca,) a t  A23187 concentrations higher than 20 nM. 

The preincubation of mouse thymocytes with TPA (50 
nM, 90 min) markedly reduces the ionophoretic ability 
of A23187 (panel B). The minimal A23187 concentration 
sufficient to equilibrate Ca; with Ca, is increased to 200 
nM which is tenfold of the control value. 

In Figure 2 the time and concentration dependence of 
the TPA-induced attenuation of the Ca-ionophoretic 
ability of A23187 can be seen. As it has been already 
shown in Figure 1, in control cells (0-0) Cai is equili- 
brated with Ca, ( = 1  mM) at  A23187 concentrations 
higher than 20 nM. After 9 min preincubation with TPA 
at  a final concentration of 20 nM (+-+I this equilibrat- 
ing, “minimal effective concentration” of A23187 was in 
the range of 200-400 nM. This TPA-induced increase in 
the minimal effective concentration of A23187 is time 
dependent and transient: it can be hardly detected if the 
preincubation time is less than 30 min and it declines if 
mouse thymocytes are preincubated with TPA for more 
than 90-120 min. 

Examining the concentration dependence of this TPA- 
induced increase in the minimal effective concentration 
of A23187 (inset in Figure 2) it can be seen that it is 
maximal at TPA concentrations higher than 20 nM 
where protein kinase C is fully activated (Castagna et 
al., 1982). 

TPA reduces the ionophore-induced uptake of 45Ca 
In Figure 3 the uptake of 45Ca can be seen as the 

function of A23187 concentration. If the cells were prein- 
cubated with TPA (20 nM, 90 min) the uptake of 45Ca is 
markedly decreased compared to the values measured 
in untreated cells. The data of Figure 3 give direct 

TABLE 1. “Ca uptake and offlux in control and TPA treated mouse thymocytcs’ 

4“Ca, uptake 46Ca efflux 
(cpm x 10 .’/5 x 10‘cells) (cpm x 10 3/5 x 10‘cells) 

TPA TPA 
Incubation time Control treated Control treated 
uptake/emux cells cells cell s cells 

5 min 4.0 + 0.4 3.9 + 0.3 n.d.2 n.d. 

t 10 pM calmidazolium 17.2 + 1.4 18.0 + 0.6 0.8 + 0.3 0.8 + 0.2 
20 min 13.1 + 1.0 10.2 + 0.8 3.5 + 0.3 2.3 + 0.4 
60 min 18.1 + 2.0 15.3 I 1.3 7.8 + 0.8 7.0 + 0.9 
+ 10 pM calmidazolium n.d. n.d. 2.5 + 0.5 2.3 + 0.4 

’Isolation of cells. TPA preincubation (20 nM TPA, 90 niin). “Ca uptake and efflux mrafiurements were done as described 
in Materials and Methods. l’hr values of 45Cc;i efflux correspond to the radioactivity that appeared in the supernatant. 
Data arc corrected t r i  the value of “0 min incubation” and exprcssud as mnans i SDs of throo scparate experiments run 
in triplicates. 
‘n.d. = not determined. 

10 min 7.9 + 0.8 6.0 + 0.4 1.6 + 0.3 1.5 + 0.4 
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Fig. 4. The effect of TPA and TPA preincubation on the fluorcscence 
of A23187 in mouse thymocytes. A23187 fluorescence was measured 
as described in Materials and Methods. Traces show the A23187 fluo- 
rescence in Ca2+ and Mg2 free standard medium. Thymocytes were 
incubated with DMSO (traces b, c) or TPA (50 nM final concentration, 
90 min; traces d,e) as described in Materials and Methods. After incu- 
bation cells were centrifuged at  2OOxg for 5 min and resuspended in 
Ca2+ and Mg2' free standard medium at a cell density of 5 x lo7 
cellshl. The fluorescence scales of traces a-e are identical. Traces are 
representatives of five experiments. 

evidence for the assumption that TPA changes not only 
the steady state value of Ca; but it impairs the Ca- 
transporting ability of Ca-ionophores, too. TPA treat- 
ment cannot totally abolish the A23187-induced in- 
crease in the uptake of 45Ca. On the other hand, a 
significant inhibition can be observed in any concentra- 

tion of A23187 tested. This shows that TPA diminishes 
the activity of some/all of the A23187 molecules. 

TPA does not alter the uptake and efflux of 45Ca 
The attenuation of the A23187-induced rise in the Ca; 

after TPA treatment can also be explained (on the anal- 
ogy of neutrophils, Rickard and Sheterline, 1985) by the 
activation of Ca-extrusion systems. Therefore we have 
investigated the effect of TPA on the 45Ca uptake and 
efflux in thymocytes (Table 1). 

Our data show no significant differences between the 
45Ca uptake and efflux of control and TPA treated cells. 
The changes are insignificant, even in the case when 
the plasma membrane calcium pump is blocked with 
the selective calmodulin-antagonist, calmidazolium 
(R24571). Thus neither the calmidazolium inhibited, nor 
the remaining Ca-extrusion systems are activated after 
TPA treatment. 

Fluorescence properties of A23187 after TPA treatment 
The TPA-induced impairment of the activity of Ca- 

ionophores can be a consequence of their immobilization 
in the plasma membrane after TPA treatment. This 
possibility can be examined most easily utilizing the 
fluorescent properties of A23187. 

Figure 4 shows the fluorescence of A23187 in buffer, 
in control and TPA treated cells. In trace a A23187 is 
added to Ca'+ and M?' free medium. Apolar environ- 
ment is known to enhance the A23187 fluorescence to 
severalfold (F'feiffer et al., 1974). This might be the rea- 
son why the addition of the hydrophobic TPA enhances 
the fluorescence intensity of A23187 in standard me- 
dium (Fig. 4, trace a). TPA has no autofluorescence un- 
der these conditions (not shown) thus in a polar solvent 
a direct interaction between TPA and A23187 may occur 
showing the mutual exclusion of TPA and A23187 from 
the structure of water. Manganese quenches the fluores- 
cence of A23187 (traces a-e); this is in agreement with 
earlier data of F'feiffer et al. (1974). 

In Figure 4 traces b and c show the fluorescence of 
A23187 in control (DMSO incubated) mouse thymocytes. 
The increase in the fluorescence upon addition of the 
cells is due to the insertion of A23187 to the hydrophobic 
plasma membrane. Upon addition of Ca2+ either in 
absence (trace bj or in presence (trace c) of M 2 +  a 
transient increase of the A23187 fluorescence can be 
seen. Under these conditions there is no fluorescence 
change upon the addition of TPA. 

Traces d and e were recorded in the presence of TPA 
preincubated (50 nM, 90 m i d  mouse thymocytes. The 

TABLE 2. The emission anisotropy of A23187 fluorescence in standard medium, in control and TPA 
incubatod mouse thvmocvtes' 

Emissicin anisotropy 
Cells + TPA A23187 Cells + DMSO 

concentration (nM) Standard medium (90 rnin) (20 nM. 90 min) 

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 + 0.016 0.164 t 0.014 
400 0.126 i 0.017 0.169 + 0.010 0.151 + 0.009 

'Cells were incubated with UMSO nr  TI'A and t h o  emission anisotropy was measured as described in Matri-ials and 
Methnds. Cell denfiity of the fiamples was 5 ~ 1 0 ~  cellsiml. Data are means ? SD of five aepurate experiments. 
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increase in the A23187 fluorescence after addition of the 
TPA preincubated cells is not significantly different from 
the increase observed at  the addition of control cells 
(compare traces d and e with traces b and c). Extending 
the investigations we could not find any difference be- 
tween the A23187 fluorescence (from 20 nM to 800 nM) 
in control and TPA preincubated cells (data not shown). 
This indicates that there is no significant change in the 
“hydrophobicity” of the environment of A23187 during 
TPA incubation of mouse thymocytes. 

TPA preincubation prevents, or greatly diminishes the 
Ca2+-induced transient rise in A23187 fluorescence 
(compare traces d and e with traces b and c). The preven- 
tion of the Ca2+-induced rise in A23187 fluorescence 
can also be achieved by the previous addition of 10 pM 
calmidazolium (R24571), a known inhibitor of the plasma 
membrane Ca2+-pump (not shown). This suggests that 
the Ca2+-induced transient increase in the A23187 flu- 
orescence might be related to the Ca2+-induced activa- 
tion of the plasma membrane Ca”-pump. Therefore 
the Ca2+-induced transient increase in A23187 fluores- 
cence might be regarded as an “active-state” of the Ca- 
ionophore, A23187. This “active-state” does not OCCUT 
after TPA preincubation of mouse thymocytes, which 
can be regarded as an additional sign of the TPA-in- 
duced impairment of Ca-ionophoretic activity. 

Mn2+ quenches the A23187 fluorescence. Examining 
the concentration dependence of this quenching effect 
we have found that there is no difference between the 
“quenching activity” of Mn2+ in control and TPA-prein- 
cubated cells. Half-maximal quenching occurs in both 
cases at 0.3 pM Mn2+ concentration in the presence of 1 
mM Ca2+ (not shown). This means that the relative 
affinity constant of A23187 in T lymphocytes for Mn2+ 
versus Ca2’ remains approximately 3 x 10~ if cells are 
incubated with TPA. Thus TPA preincubation does not 
shift the preference of A23187 to heavy metal ions com- 
pared to Ca2+ in T lymphocytes. 

Table 2 shows the emission anisotropy values of 
A23187 fluorescence. The emission anisotropy is a sen- 
sitive marker of the rotational mobility and so the pos- 
sible immobilization of any fluorophore. The emission 
anisotropy of A23187 significantly increases upon addi- 
tion of mouse thymocytes in any A23187 concentrations 
tested. This indicates a significant immobilization of 
A23187 upon insertion into the plasma membrane. How- 
ever, there is no further increase in the emission aniso- 
tropy if the cells have been preincubated with TPA. On 
the contrary a slight (P < 0.2 in case of 50-200 nM 
A23187, P < 0.025 in case of 400 nM A23187) decrease 
in the emission anisotropy can be demonstrated. This 
might reflect an increased membrane fluidity after TPA 
preincubation. Thus the fluorescent properties of A23187 
demonstrate that no major immobilization of A23187 
occurs after TPA incubation of mouse thymocytes. 

Energy transfer measurements indicate no 
immobilization of A23187 

A23187 can be immobilized not only by a decrease in 
the overall membrane fluidity but by binding to certain 
proteins in the plasma membrane. This possibility may 
be examined using the phenomenon of the energy trans- 
fer. Energy transfer may occur between two fluoro- 
phores if the fluorescence emission spectrum of the first 

cel ls  t DMSO 

. .  
300 400 500 

B 

300 400 500 

WAVELENGTH (nm) 

Fig. 5. Energy transfer between the Tyr, Try groups of membrane 
proteins and A23187 in mouse thymocytes. Mourn thymocytes were 
incubated with DMSO (panel A )  TPA (20 nM final concentration, 90 
min; panel H) as described in Materials and Methods. After incubation 
cells were resuspended in standard medium at a cell density of 2 x 10‘ 
cells/ml. The Ca-ionophore, A23187 was added at  final concentrations 
of 100, 200 and 500 nM as indicated. The energy transfer measure- 
ments wore done as described in “Materials and Methods”. Emission 
spectra wcro corrected to the fluorcsconco of A23187 and the spectra 
are representatives of five separate experiments. The fluorescence 
scales of panels A and B arc identical. 

(the donor) is overlapping with the fluorescence excita- 
tion spectrum of the other (the acceptor). At the emission 
maximum of the Tyr, Try fluorescence (330 nm) A23187 
can be excited; its secondary emission occurs a t  430 nm. 
The rate of this energy transfer strictly depends on the 
average distance between the two fluorophores (Tyr, Try 
and A23187); as the fluorophores are getting closer and 
closer the rate of energy transfer dramatically increases. 
Thus changes in the energy transfer indicate very sen- 
sitively the binding of A23187 to membrane proteins 
after TPA treatment. 

In Figure 5, the energy transfer between the Tyr, Try 
groups of membrane proteins and A23187 is demon- 
strated. Since spectra of Figure 5 were carefully cor- 
rected for the autofluorescence of A23187 (see Materials 
and Methods) the secondary emission of A23187 indi- 
cates a real energy transfer in the system. This is sup- 
ported by the fact that the overall decrease in the Tyr, 
Try emission intensity is roughly corresponding to the 
overall increase in the secondary emission of A23187 
(Fig. 5 j. Thus the insignificant differences between the 
energy transfer occurring in control (panel A) and TPA 
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Fig. 6. Intracellular heavy metal chelator, TPEN restores the TPA- 
reduced ionophoretic ability of Ca-ionophores to  the control level. Mouse 
thymocytes were incubated with DMSO (traces “control”), with TPA 
(20 nM final concentration, 90 min; traces +TPA”), or with oleoyl- 
acetyl-glycerol (50 pgiml final concentration, 20 min; traces “+OAG”). 
The cells were loaded with fura-2 and Cai was measured as described 
in “Materials and Methods”. Panels A and C show the Ca-ionophoretic 
effect of A23187 without, panels B and D with TPEN. At  the arrows 
A23187 and TPEN were added as indicated at final concentrations of 
20 nM and 50 p M  respectively. Traces are representatives o f  three 
separate experiments. The fluorescence scales of panels A-D are 
identical. 

preincubated cells (panel B) indicate a roughly equiva- 
lent energy transfer, i.e., average distance between 
membrane proteins and A23187 in these cells. 

Involvement of intracellular heavy metal ions in the 
effect of TPA and oleoyl-acetyl-glycerol (OAG) 

Figure 6 demonstrates the involvement of intracellu- 
lar heavy metal ions in the TPA-induced attenuation of 
the Ca-ionophoretic ability of A23187. In panel A the 
effect of 20 nM A23187 can be seen in control and TPA 
preincubated (20 nM, 90 min) mouse thymocytes. Panel 
C shows that preincubation with oleoyl-acetyl-glycerol 
(OAG) also diminishes the A23187-induced rise in Cai. 
In preliminary experiments the maximal effect of oleoyl- 
acetyl-glycerol was observed after 20 min preincubation 
(data not shown). However the effect of OAG is signifi- 
cantly smaller than the effect of TPA (compare panels A 
and C in Fig. 6).  It seems plausible that OAG has been 
metabolised by the time its effect would be fully devel- 

oped. (This requires 90 min preincubation in case of 
TPA.) In panels B and D the intracellular heavy metal 
chelator TPEN (reintroduced by Arslan et al., 1985) was 
added to the thymocytes preincubated with either TPA 
(panel B) or with OAG (panel D). In the presence of this 
chelator the efficiency of A23187 was restored to the 
control level. These results can be essentially repro- 
duced using the ten-hundredfold more efficient Ca-iono- 
phore, ionomycin (Csermely and Somogyi, 1987; not 
shown). We have gotten similar results using rabbit 
thymocytes instead of mouse thymocytes (not shown). 

The data of Table 3 indicate that the intracellular 
heavy metal chelator, TPEN restores the ionophore-in- 
duced 45Ca uptake to the control level after TPA treat- 
ment. Oleoyl-acetyl-glycerol induces similar changes as 
TPA in the uptake of 45Ca, these effects can be antago- 
nized by TPEN as well. These results give further evi- 
dence for the assumption that intracellular heavy metal 
ions play a role in the counteraction of TPA, diacyl- 
glycerols and Ca-ionophores. 

DISCUSSION 
Our initial question has been whether TPA can affect 

the Ca-ionophore-induced rise in the intracellular cal- 
cium concentration (Ca;). We have found that TPA is 
able to diminish greatly the Ca-ionophore-induced rise 
in Cai (Fig. 1). This observation is surprising since it 
cannot be explained by the common assumption that 
protein kinase C (the major phorbol ester receptor) phos- 
phorylates and thus inactivates the putative receptor- 
linked Ca-channels, or enzymes (receptors) of the inosi- 
to1 trisphosphate pathway (Poll and Westwick, 1986; 
Mendoza et al., 1986). 

On the basis of Figures 1 and 2 we cannot conclude 
that TPA preincubation impairs the Ca‘+-transporting 
ability of Ca-ionophores since the reduction of the fluo- 
rescence signal (apparent Cai) can be the consequence of 
the quenching of quin2 induced by heavy metals (Hes- 
keth et al., 1983). However, the same phenomenon can 
be observed using h a - 2  (Fig. 6). Fura-2 i s  known to be 
much less sensitive to heavy metals than quin2 (Gryn- 
kiewicz et al., 1985). Therefore the reproducibility of the 
data of quin2 measurements (Figs. 1 and 2) by fura-2 
(Fig. 6)  indicates that TPA treatment causes real changes 
in the Ca-ionophore-induced rise in Ca,. 

Data of Figures 1 ,2  and 6 suggest that TPA treatment 
diminishes the Ca2+-transporting ability of A23187. 
However to proue this hypothesis direct measurements 
of the Ca2+-fluxes are necessary. Figure 3 gives a direct 

TABLE 3. The effect of the heavy metal chelator, TPEN on thc uptake of 45Ca1 

45Ca uptake (cpm x A23187 
concentration Control + TPA, OAG, 
fnM) thymocytes t TPA TPEN + OAG + TPEN 

._ 

0 
100 
200 

3.7 + 0.3 3.5 + 0.4 3.2 + 0.3 3.6 + 0.2 3.8 + 0.4 
11.6 + 0.8 7.4 + 0.7 11.1 t 0.9 8.1 + 0.9 10.7 + 1.3 
14.9 + 1.3 8.1 + 1.0 13.9 -t 1.5 10.2 + 1.2 13.1 + 1.1 

‘Isolation of mouse thymocytes, preincubation and ”5Ca uptake measurements were done BY described in Materials and 
Methods. Cells were preincubated with DMSO (control cells), with TPA at a final concentration of 20 nM for 90 min, 
with OAG at a final concentration of 50 pg/ml for 20 min or with TPEN at a final concentration of 100 pM for 90 or 20 
min rwpectively as indicated. The uptake of 45Ca was terminated after 9 min (see legend 11f Fig. 6). Data are means + 
8Ds of three separate experiments run in triplicates. 
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evidence that TPA indeed impairs the CaZ+-transport- 
ing ability of Ca-ionophores since a marked decrease in 
the uptake of 45Ca can be demonstrated after TPA treat- 
ment at various A23187 concentrations. 

Thinking about the possible explanations of the phe- 
nomenon observed at  least five different reasons can be 
suspected: (1) the Ca2+ extrusion systems are activated 
and so the increased Ca2+-eMux is also responsible for 
the impaired ability of Ca-ionophores to raise Ca;; (21 
TPA directly interacts with the Ca-ionophores and thus 
blocks their action; (3) the membrane fluidity is drasti- 
cally reduced upon TPA treatment, Ca-ionophores be- 
come “frozen” in the membrane; (4) the Ca-ionophores 
are immobilized by binding to certain membrane pro- 
teins and finally (5) the availability of intracellular 
heavy metal ions increases and the excess of heavy 
metals is able to block the Ca-ionophores. 

Tsien et al. (1982) have reported a TPA-induced de- 
crease of quin2 fluorescence in mouse and pig lympho- 
cytes. The TPA-induced decrease in quin2 fluorescence 
has been regarded as a sign showing the TPA-induced 
activation of Ca-extrusion systems by several authors 
(see e.g., Rickard and Sheterline, 1985). Some reports 
have directly shown a TPA-induced increase in the Ca- 
efflux in neutrophils (Rickard and Sheterline, 1985 and 
references therein). However, this observation can not 
be generalized since in astrocytoma cells (Orellana et 
al., 1985) and in two secretory cell lines (PC 12 and 
RINm5F, Di Virgilio et al., 1986) TPA does not effect the 
efflux rate of 4 5 ~ a .  

The results of Table 1 show that in mouse thymocytes 
there is no significant difference between the “Ca up- 
take and efflux in control and TPA treated cells, These 
data are in agreement with the results of Grubbs and 
Maguire (1986) who report also an  unchanged 45Ca up- 
take and eMux after TPA treatment of S49 lymphoma 
cells. The effect of TPA is also insignificant if we com- 
pare the calmidazolium-induced increases in 45Ca up- 
take or calmidazolium-induced decreases in 45Ca efflux 
(Table 1). TPA does not activate the calmidazolium-de- 
pendent or calmidazolium-independent Ca efflux, this 
makes explanation 1 (“TPA activates the Ca-extrusion 
systems”) unlikely and so TPA prevents the rise in Cai 
solely by the attenuation of Ca2+-uptake in T 
lymphocytes. 

TPA is able to block the effect of 5-10-times higher 
A23187 concentrations the effect is time dependent, 
being maximal after 90 min of preincubation (Fig. 2). 
TPA changes the fluorescence of A23187 in aqueous 
solutions while it fails to do so in mouse thymocytes 
(Fig. 4). These observations make explanation 2 (i.e., 
“TPA directly interacts with the Ca-ionophores”) un- 
likely, because no direct interaction between TPA and 
A23187 can be demonstrated. 

There are conflicting data about the effect of TPA on 
the membrane fluidity. Stocker et al. (1982) report a 
TPA-induced decrease in the membrane fluidity in poly- 
morphonuclear leukocytes while in rat embryo cells 
(Fischer et al., 1974) and in artificial membranes (Dee- 
lers et al., 1981) a TPA-induced increase in the mem- 
brane fluidity has been observed. A recent report 
(Goppelt-Strube and Resch, 1987) demonstrates that the 
fluorescence polarisation value of a certain fluorescent 
probe is greatly different in isolated plasma membranes 

from that measured in whole cells. In this way the 
differences of the literary data may arise from the un- 
even distribution of the hydrophobic fluorescent probe 
in the different membranes of whole cell systems. 

Our results show that if we use the Ca-ionophore 
(A23187) itself as a “fluorescent probe” its fluorescence 
polarisation remains essentially unchanged (or slightly 
decreased) upon TPA treatment (Table 2). This finding 
shows a slightly increased rotational mobility of the Ca- 
ionophore. Figure 5 shows an  unchanged average dis- 
tance between A23187 and membrane proteins upon 
TPA incubation. These observations render explana- 
tions 3 and 4 (i.e., “Ca-ionophores are ‘frozen’ in the 
plasma membrane or bound to membrane proteins”) 
unlikely. 

In Figure 6 and Table 3 it is shown that the intracel- 
lular heavy metal chelator TPEN (reintroduced by Ar- 
slan et al., 1985) can restore the ionophoretic ability of 
A23187 to the original level which is observed without 
TPA or OAG treatment. This suggests that TPA or OAG 
can increase the availability of intracellular heavy metal 
ions and so the “excess” of heavy metals could block a 
part of the Ca-ionophores. 

Heavy metals (Mn2+, Zn2+, etc.) have 100-1,000 times 
higher affinities for A23187 than Ca2+ (Pfeiffer and 
Lardy, 1976). Mn2+ ions block the A23187-induced in- 
flux of Ca” in lymphocytes (Resch et al., 1978). In the 
presence of extracellular Mn2+ ions A23187 raises Cai 
only at much higher concentrations than in the absence 
of Mn2+ (P. Csermely and J. Somogyi unpublished obser- 
vations). Thus heavy metal ions are able to impair the 
Ca2 +-transporting properties of Ca-ionophores. 

What is the heavy metal responsible for the effects 
observed? We have demonstrated earlier that the most 
abundant cytosolic heavy metals are (in the order of 
decreasing concentrations) Zn, Fe and Cu (Csermely et 
al., 198715). Since the fluorescence of A23187 is un- 
changed upon TPA treatment (Fig, 4) and of these heavy 
metals only Zn does not quench the fluorescence of 
A23187 (Pfeiffer et al., 1974; and data not shown) Zn is 
the most likely candidate as a TPA-induced Ca-blocker. 

Our present results are in good agreement with our 
findings that TPA induces a heavy metal (mainly Zn) 
translocation from the nucleus and mitochondria to the 
cytosol and rnicrosomes of thymocytes measured by X- 
ray fluorescence (Csermely et al., 1987a) and plasma 
emission spectroscopy (Csermely et al., 1987b). Our re- 
sults are supported by the earlier observations (Arslan 
et al., 1985 and references therein) that the CaZ+-trans- 
porting ability of A23187 is impaired in ascites tumour 
cells which have an  extraordinarily high availability of 
heavy metal ions in their cytosol (Arslan et al., 1985). 

Our data show that not only TPA, but diacyl-glycerols 
can also attenuate the Ca”-transporting ability of Ca- 
ionophores (Fig. 6 and Table 3). Since TPEN can restore 
the original efficiency of Ca-ionophores after diacyl-glyc- 
erol treatment (Table 3) it seems plausible that diacyl- 
glycerols induce similar changes in the subcellular dis- 
tribution of heavy metals like TPA. However to prove 
this hypothesis direct measurements are necessary 
which are in progress in our laboratory. 

On the basis of our results presented it seems obvious, 
that TPA and diacyl-glycerols increase the availability 
(relative amount) of heavy metals in the cytosol and 
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these heavy metals are able to block Ca-ionophores. 
These findings have a number of consequences: (1) TPA- 
induced heavy metals may be partly responsible for the 
TPA-induced block of changes in intracellular calcium 
concentration; (2) Heavy metals exhibit a higher affinity 
for a number of calcium binding sites (see e.g., Haber- 
man and Richardt, 1986). Therefore an excess of heavy 
metal ions can occupy some of the calcium binding sites 
of different proteins (enzymes, receptors, channels, etc.) 
influencing their functions; (3) The primary structure of 
several receptor proteins, e.g., that of cortisol, oestradiol, 
thyrotropic hormone (Weinberger et al., 1986) or protein 
kinase C itself (Parker et al., 1986) show the existence 
of putative Zn-binding sites. The increased availability 
of heavy metals (mainly Zn) in the cytosol might change 
the behaviour of these proteins; (4) Our analytical stud- 
ies (Csermely et al., 1987a,b) have revealed that the 
source of heavy metals appearing in the cytosol (and 
microsomes) is not extracellular but a decrease in the 
heavy metal (mainly Zn) content of the nucleus and 
mitochondria accompanies the TPA-induced increase of 
heavy metals in the cytosol. Zinc seems to be essential 
for the function of several proteins, e.g., enzymes in- 
volved in RNA and DNA synthesis (Bertini et al., 1986). 
Therefore the TPA-induced depletion of zinc in the nu- 
cleus might be related to the antiproliferative activity 
of TPA, the arrest of G1 - S phase transition (Gescher, 
1985; Droge, 1986). In this way the TPA-induced changes 
in the availability and distribution of heavy metals ob- 
served might show a new way of action of TPA. The fact 
that diacyl-glycerols have very similar effects like TPA 
probably reflects the physiological significance of this 
phenomenon. 
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Prolonged (90 min) incubation with the tumor promoter 12-0-
tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA) causes no significant
changes in the elemental composition of whole rabbit thymo-
cytes (25 elements included). Hie only exception is the amount
of magnesium, where a significant increase can be detected.
However TPA preincubation elicits the redistribution of heavy
metals (mainly Zn and to a much lesser extent Fe and Cu)
from the nuclear and large granular (mitochondria]-lyso-
somal) fraction to the cytosol and microsomes. A significant
translocation of calcium and phosphorus from the large
granular fraction mainly to the nucleus can also be observ-
ed. The TPA-induced heavy metal depletion of the nucleus
might play a role in the antiproliferative activity of TPA, the
arrest of Gt—S phase transition. On the other hand the in-
creased amount of heavy metals in the cytosol might be link-
ed to the TPA-induced block of intercellular communication
and the desensitization of TPA-treated cells towards extra-
cellular calcium which are well-known properties of neoplastk
cells.

Introduction
12-0-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA*) is a very potent,
well-known tumor promoter (1—3). Since the discovery reported
by Castagna et al. (4) that active phorbol esters can directly ac-
tivate protein kinase C, TPA is considered to exert its effects
via protein kinase C-induced protein phosphorylations. However,
the mechanism of the action of TPA is far from being fully
elucidated.

The block of intercellular communication and the desensitiza-
tion towards changes in the extracellular calcium concentration
are well-known properties of tumor cell growth (1-3) . TPA
elicits such effects in several cell types tested (5,6). On the other
hand, TPA is reported to block agonist-induced Ca-fluxes via
the phosphorylation of Ca-channels or the receptor— N protein—
phospholipase C system (7,8). The TPA-induced block of inter-
cellular communication and the desensitization towards changes
in calcium concentration of the medium might be linked to the
ability of TPA to block calcium signals and/or Ca-fluxes.

In previous work we have investigated the effect of TPA on
the Ca-ionophore-induced rise in intracellular calcium concen-
tration (9). It was found that prolonged incubation with TPA
sharply decreases the ionophoretic activity of Ca-ionophores. The
optimal conditions of this TPA-induced desensitization needed
a 90 min preincubation with TPA concentrations higher than
10 nM. This finding was surprising since it can not be explain-
ed by assuming TPA-induced protein phosphorylation. Looking

'Abbreviations: TPA, 12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate; TPEN,
AWA''^'tetrakis(2-pyridylmethyl)ethylenediamine.

for possible explanations, mechanisms of the phenomenon we
have observed that the intracellular heavy metal chelator, TPEN
restores the ionophoretic activity of Ca-ionophores after TPA
treatment. This observation led to the hypodiesis that TPA may
cause changes in the heavy metal content of different subcellular
fractions. To test this hypothesis and to examine which heavy
metal ion(s) are responsible for the diminution of the effect of
Ca-ionophores in this work the changes in heavy metal content
of subcellular fractions upon previously optimalized (90 min,
20 nM) TPA treatment were investigated by plasma emission
spectroscopy.

Materials and methods
Materials

TPA and Hepes were from Sigma. Dimethyl-sulfoxide was obtained from Fluka.
Cell culture medium ingredients were Gibco products. HNO3 was a Carlo-Elba
ultrapure product. All other chemicals used were of best analytical purity.

Isolation and TPA treatment of cells

Rabbit thymocytes were isolated by the method of Kleiman et al. (10). Cells were
incubated with 20 nM of TPA or with the solvent, dimethyl-sulfoxide at a final
concentration of 0.05% (v/v; control cells) at 37°C for 90 min at a cell density
of 107 cells/ml in Eagle's minimum essential medium supplemented with 10 mM
Hepes (pH 7.4), essential amino acids, streptomycin and penicillin (100—100
U/ml). Viability of the cells was never <95% as judged by trypan blue exclusion.

Isolation of subcellular fractions

After incubation cells were centrifuged and resuspended in the isolation buffer
containing 140 mM KC1, 0.25 mM MgClj and 20 mM Hepes pH 7.0 at a cell
density of 5 x 10s cells/ml in a final volume of 10 ml. Isolation of four sub-
cellular fraction (nuclear pellet, large granules, mirosomes and cytosol) of rabbit
thymocytes disrupted by nitrogen cavitation was performed as described earlier
(11 —13). Considering the lipid composition of different subcellular fractions and
the distribution of various marker enzyme activities (11,13) we can say that in
our preparations the nuclear pellet contains only trace amounts of large granules
and microsomes (derived from a minor population of partially disrupted cells),
in the large granular fraction there is a very small amount of aggregated micro-
somes and the microsomal and cytosolk fractions contain no cross-contaminations.
After centrifugation the nuclear pellet was suspended in 5 ml, the large granular
and the mjcrosomaJ fractions each in 1 ml of isolation buffer.

Plasma emission spectroscopy measurements

Whole cell suspensions and the subcellular fractions were ryophylized and digested
with 2 ml of concentrated HNO3 at 120°C for 2 h in quartz tubes. The digested
samples were diluted with distilled water to 5 ml and their elemental composi-
tion was determined using an ICAP-9000 simultaneous ICP spectrometer (Fischer
Scientific Co.). Data have been corrected for the amount of different elements
in appropriate 'blank' samples. (The appropriate amount of isolation buffer plus
HNO3 in case of whole cells, nuclear pellet, large granules and microsomes; and
the isolation buffer carried through all the steps of isolation in case of cytosol.)
The correction was never > 10% of the total amount of the actual element with
three exceptions. In the case of Fe the correction was approximately 50% of the
total Fe content of the samples because of the relatively high Fe content of
HNO3. In the case of Ca and Mg content the correction was 10-20% and
40-80% of the total value respectively because of the Ca-impurities and the Mg
content of the isolation buffer.

Results
Examining the elemental composition of rabbit thymocytes and
their subcellular fractions we could not detect any significant
amount of As, Co, Ga, Hg, Li and Se. Al, B, Ba, Cd, Cr, Mn,
Mo, Ni, Pb, Sr, Ti and V were present in trace amounts in our
samples and TPA did not cause significant (P > 0.05; Student's
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Table I.

Element

Ca

Cu

Fe

Mg

P

Zn

The amount and distribution of different elements in

Elemental composition

Whole cell

Control

2010
(180)
177
(12)
165
(51)

2100
(40)

40 000
(900)
1060

(60)

+ T P A

2000

(190)

177
(12)

138
(59)

2230d

(70)

39 300

(1000)

1000
(100)

(nmol/5 x

Nuclear

Control

238
(20)

65
(6)
99
(4)

483
(24)

22 600

(500)

700
(42)

109 cells)1

fraction

+ T P A

45r
(53)

59
(4)
81d

(4)
481
(22)

23 SOO*1

(500)

469*
(36)

control and TPA-treated

Large granules

Control

451
(58)

20

(2)
15

(1)
175
(18)

6300

(160)
64
(3)

+TPA

198*

(19)

ir
(1)
12

0)
140
(15)

3660

(190)

31
(1)

rabbit thymocytes

Microsomes

Control

81
(10)

18
(1)
1.3

(0.4)

96
(4)

2200

(50)

20
(2)

+ T P A

79
(13)
13
(0.6)

3.6C

(0.6)

171C

(3)
3200°

(60)

35*

a)

Cytosol

Control

1020
(70)
54
(3)
25
(6)

1080
(60)

7190
(140)
153

(7)

+TPA

1056
(59)
70*
(3)
19
(1)

1170
(70)

7220
(120)
395*
(10)

Recovery I

Control

89

89

85

87

96

88

+TPA

90

88

84

88

96

93

"Preparation of the samples and mesurement of their elemental composition was done as described in Materials and methods. Data are means and (in paren-
theses) + S.D.s of five separate experiments.
""Percent of recovery was calculated summarizing the amount of different elements in the four subcellular fractions (columns 2 -5 ) and expressed as a percen-
tage of the total amount of the same element in whole cells (column 1).
c"dSignificant difference between control and TPA treated sample; level of significance; CP > 0.001, AP > 0.01.

/ test) changes in the amount of elements listed. K and Na were
present in great amounts, however, their total concentration and
subcellular distribution did not change significantly upon TPA
incubation (20 nM, 90 min, 37°C) (data not shown).

Table I shows the amount of Ca, Cu, Fe, Mg, P and Zn (ex-
pressed as nmol/5 X 109 cells) in whole cells and subcellular
fractions of rabbit thymocytes. From the data showing die amount
of different elements in control and TPA-treated whole cells
(Table I, first column) it can be seen that there is no significant
change in the concentration of Ca, Cu, Fe and Zn upon TPA
incubation. (This result is not obvious since the cell culture
medium contained substantial amounts even from Cu, Fe and
Zn corresponding to 12, 148 and 220 nmol metals respectively
in medium containing 5 x 109 cells; not shown. Thus in our
conditions not only an efflux but an uptake of different elements
would also have been possible.)

Mg is the only element of which total concentration is increased
during TPA incubation. The increased amount of Mg can be
found mainly in the microsomal fraction. Furthermore, from the
data of Table I it can be see that there is a significant difference
between me Ca-content of nuclear and large granular (mito-
chondrial-lysosomal) fractions of control and TPA-treated cells.
The distribution of phosphorus shows similar changes with the
addition that phosphorus content of microsomes has been also
increased during TPA incubation.

The distribution of heavy metals (Cu, Fe and Zn) changes
similarly after TPA treatment: a translocation from the nuclear
and large granular fractions to microsomes and cytosol can be
observed. The changes are less dramatic (though significant) in
case of Cu and Fe and mostly expressed in case of Zn.

From the last column of Table I it can be seen that the recovery
(i.e. the summarized amount of a given element in subcellular
fractions expressed as the percentage of die total amount of the
same element in whole cells) is all the time > 80% and the dif-
ference between the recovery of TPA treated and corresponding
control samples never exceeds 5 %. Therefore the changes observ-
ed can not be attributed to the loss of the appropriate element.

Discussion
Our results, indicating tfiat during TPA incubation a substantial
Mg uptake occurs, are in good agreement with the results of

1664

Fig. 1. Translocation of different elements after prolonged TPA incubation
of rabbit thymocytes. The numbers were calculated from the data of Table I
denoting the amounts of elements translocated in nmol/5 x 109 cells. For
the sake of clarity in the figure the elemental content of the large granular
fraction and microsomes is attributed solely to the mitochondria and plasma
membrane respectively, the lysosomes and endoplasmic reticulum are not
indicated.

Grubbs and Maguire (14). They have observed that TPA induces
a significant Mg uptake in S49 lymphoma cells while the Ca-
fluxes remained essentially unchanged upon TPA treatment.

The increase in phosphorus content of nucleus and microsomes
might reflect (among others) the increased phosphorylation of
the proteins in these subcellular compartments. The fact that the
calcium content of microsomes is not affected during TPA in-
cubation is consistent with the results of Cox and Carroll (15)
who showed that TPA has no effect on the Ca-induced fluor-
escence of chlorotetracycline, i.e. the amount of mainly plasma
membrane-bound calcium. The total calcium content of die cells
is in good agreement with the value reported by Waller et al. (16).

In Figure 1 the data of Table I are rationalized, showing the
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redistribution of different elements in subcellular fractions of rab-
bit thymocytes during TPA incubation. Figure 1 shows that a
substantial redistribution of heavy metals (mainly Zn) occurs from
the nucleus and mitochondria (+ lysosomes) to the microsomes
and cytosol during TPA incubation. Figure 1 also summarizes
the TPA-induced decrease in the calcium content of large granules
with the parallel increase of Ca in the nucleus. The TPA-induced
'exchange' of zinc to calcium in the nuclear fraction might ac-
tivate certain DNA-endonucleases which are Ca-dependent and
can be inhibited by zinc (17). The activation of endonucleases
might play a role in the biological action of TPA.

As we have mentioned in 'Materials and methods' minor cross-
contaminations of the nuclear and large-granular fractions can
not be avoided during isolation. However, these contaminations
do not change the validity of comparative data showing dif-
ferences between the subcellular fractions of TPA-treated and
control thymocytes, because these traces of cross-contaminations
are dependent mainly on the method of isolation [appearing very
similarly in the case of T lymphocytes of different origin (11,13)
or in the case of EL4 lymphoma cells (18)] and TPA preincuba-
tion does not change their appearance significantly (data not
shown).

The TPA-induced redistribution of heavy metals is in accor-
dance with our earlier data (9) which suggest an increased avail-
ability of heavy metals surrounding the plasma membrane after
prolonged incubation with TPA. In an independent study we have
detected changes in the heavy metal content of subcellular frac-
tions of control and TPA-treated rabbit thymocytes using X-ray
fluorescence. The qualitative evaluation of the X-ray fluorescence
spectra and the semi-quantitative data calculated from the spec-
tra recorded show very similar heavy metal redistribution to our
present data (19). Our results showing the total Zn and Cu con-
tent of rabbit thymocytes are in the range of data published prev-
iously; 340-2450 and 20-185 nmol/5 X 109 cells respectively
(reported mainly from human peripheral blood lymphocytes,
20-28).

The 'zinc depletion' from the nucleus by incubation with the
tumor promoter TPA resembles to the results of numerous studies
demonstrating diminished nuclear Zn content in malignant
lymphocytes compared to normal ones (29,30). The decrease of
the Zn content in the nucleus and large granules may cause signifi-
cant changes in the activity of several enzymes.

Besides its mitogenicity TPA has a well-documented anti-
proliferative effect too, which can be explained mostly with the
arrest of G! —S phase transition (31). On the other hand, Zn
seems to be essential for the activity of several enzymes necessary
for RNA, DNA synthesis such as RNA, DNA polymerases and
thymidine kinase (29). Zinc was shown to be necessary for the
proliferation of lymphocytes (32) and zinc-deprivation leads to
the arrest of G, — S phase transition (33). Therefore the TPA-
induced depletion of zinc from the nucleus might be related to
its antiproliferative activity.

As well as the zinc-depletion from nucleus and large granules
there is a significant increase in the zinc content of microsomes
and cytosol. Gunther et al. (34) have found several Zn-binding
proteins in the cytosol of normal and malignant lymphocytes.
In recent reports it has been proved that the primary structure
of several receptor proteins e.g. that of cortisol, oestradiol,
thyroid hormone (35) and the phorbol ester receptor protein
kinase C itself (36) shows the existence of putative Zn-binding
sites. The increased availability of Zn in the cytosol might change
the behaviour of these proteins.

Heavy metals exhibit a higher affinity for several calcium bind-

ing sites than calcium itself (37). Therefore an excess of heavy
metal ions in the cytosol and microsomal fraction might occupy
some of the calcium binding sites, channels attenuating the
calcium fluxes essential in signal transduction. In this way the
TPA-induced heavy metal redistribution might be linked to the
TPA-induced block of the intercellular communication (5) and
the desensitization of the TPA-treated cells towards extracellular
calcium (6).

These complex changes in the heavy metal distribution upon
TPA incubation might indicate a new route of action of TPA and
help to explain the conflicting data about the need of heavy metals
(mainly Zn) in tumor growth (30).
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The  90-kDa Heat  Shock Protein  (hsp-90) Possesses an ATP  Binding 
Site and Autophosphorylating  Activity* 

(Received for publication, September 24, 1990) 

Peter CsermelyS and C. Ronald  Kahn5 
From the Research  Division, Joslin Diabetes Center, and Department of Medicine, Brigham and Women’s Hospital, and 
Harvard Medical  School,  Boston, Massachusetts 02215 

The  90-kDa  heat  shock  protein  (hsp-90) is an  abun- 
dant cytosolic protein believed to  play a role  in  main- 
tenance of protein  trafficking  and closely  associated 
with  several  steroid  hormone  receptors.  Incubation of 
highly  purified  hsp-90  with [ T - ~ ~ P I A T P  results  in its 
autophosphorylation on serine residues. There are sev- 
eral  lines of evidence  which  suggest that  this  activity 
is due  to a kinase  intrinsic  to  hsp-90  rather  than some 
closely  associated protein kinases: 1) the phosphoryl- 
ation  persists after  the removal of casein kinase I1 by 
heparin  chromatography  and  after  immunoprecipita- 
tion of hsp-90  with  anti-hsp-90 antibodies. 2) The 
approximate kM for  ATP of the  reaction is 0.16 mM, 
higher  than  that of many  other  protein  kinases. 3) 
Phosphorylation is not  affected  by a number of acti- 
vators  and  inhibitors of other  known  kinases  which 
might  associate  with hsp-90. 4) The  phosphorylation 
displays a unique  cation  dependence  being most active 
in  the  presence of Ca2+ and practically  inactive  with 
Mg”, although the autophosphorylation  in the pres- 
ence of Mg2+ is activated  by  histones  and polyamines. 
5 )  The  activity is remarkably  heat-stable;  incubation 
of hsp-90 for 20 min at  95 “C results  in  only a 60% 
decrease  in  autophosphorylation. 6) Finally, and most 
importantly,  purified  hsp-90  can  be  labeled  with azido- 
ATP  and  it is able  to bind to  ATP-agarose.  The  binding 
shows  similar  cation  dependence  to  the  autophosphor- 
ylation.  These  data are in  agreement  with  the  presence 
of a consensus  sequence for  ATP  binding  sites  in  the 
primary  structure of the  protein  similar  to  that ob- 
served  in  the  70-kDa  heat-shock  proteins.  Our  data 
suggest the  90-kDa  heat  shock  protein possesses an 
enzymatic  activity  analogous  in  many  respects  to  the 
similar  activity of the  70-kDa  heat  shock  proteins.  This 
may  represent  an  important,  previously unrecognized 
function of hsp-90. 

Heat shock proteins  are a set of predominantly cytoplasmic 
proteins universally  expressed in  organisms  in response to 
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National  Institutes of Health, by NIH  Grant DK  36836 for the Joslin 
Diabetes and Endocrinology Research Center, by a Pfizer Biomedical 
Research Award, and by the Marilyn M. Simpson Research Program 
in Diabetes. The costs of publication of this article were defrayed in 
part by the payment of page charges. This article  must therefore be 
hereby marked “advertisement” in accordance with 18 U.S.C. Section 
1734  solely to indicate this fact. 
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I., Semmelweis University, Medical School, Budapest, Hungary. 

§ To whom correspondence should be addressed: Joslin Diabetes 
Ctr., One Joslin Place, Boston, MA 02215.  Tel.:  617-732-2635;  Fax: 
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temperatures above their  natural  range  and  to various other 
environmental  stresses (1-4). The major heat shock proteins 
can be grouped into  three size classes  based on  their  approx- 
imate molecular  weights and degrees of homology. One class 
is composed of proteins  with molecular size between  15 and 
30  kDa; members of the second and  most highly conserved 
group have  molecular sizes of approximately 70 kDa; and  the 
third  class  consists of heat shock proteins with molecular 
sizes ranging between 80 and  105  kDa. 

A member of the  latter group, the  90-kDa  heat shock protein 
(hsp-go),’ is present in most, if not all, prokaryotic  and 
eukaryotic cells and may constitute  up  to 1-2% of the  total 
cytosolic protein.  hsp-90  is  associated with most  steroid  hor- 
mone  receptors  in  their  non-ligand-bound  state  and is be- 
lieved to  act  as a “molecular chaperone”  preventing  the  pre- 
mature association of steroid  receptors with DNA (2-5). hsp- 
90 also  forms complexes  with  a number of protein kinases, 
including  casein kinase 11, double-stranded  DNA-activated 
protein  kinase,  heme-regulated  eIF-Pa  kinase,  protein  kinase 
C, and various tyrosine  kinases (4, 6-12). In  addition,  hsp-90 
associates  with  the  microfilamental  and  microtubular  net- 
work, raising  the possibility that  it may use these cellular 
trajectories  in  targeting  the  steroid  receptors  and  other  pro- 
teins  to  the nucleus (13-15). Despite  this  information,  the 
exact  function of hsp-90  is incompletely  elucidated. 

In  the  present  report we present evidence that hsp-90 
possesses an  ATP  binding  site  and  the ability to  phosphoryl- 
ate itself on  serine residues. These findings represent  the  first 
demonstration of an  apparent enzyme activity associated  with 
this  abundant cellular protein  and may help  to  understand  its 
function  in  normal  and  stressed cells. 

EXPERIMENTAL  PROCEDURES 

Chemicals-Butyl-Sepharose 4B, DEAE-Sepharose Fast Flow, and 
Sepharose S-200 resins were purchased from Pharmacia LKB Bio- 
technology Inc. Spectragel HA hydroxylapatite resin was  from Spec- 
trum Medical Industries (Los Angeles,  CA). Bio-Gel P-6DG resin and 
all the chemicals used for polyacrylamide gel electrophoresis were 
from Bio-Rad. The rabbit (AC88 and D7a) and sheep anti-hsp-90 
antibodies were kindly provided by Drs. David 0. Toft (Mayo Medical 
School, Rochester, MN) and Michael J. Welsch (University of Mich- 
igan, Medical School, Ann Arbor, MI), respectively. AC88  recognizes 
“free” hsp-90, i.e. hsp-90 which  is not complexed  with steroid hormone 
receptors, whereas D7a and  the goat anti-hsp-90 antibodies react with 
both the free and  “bound hsp-90 (16, 17). Anti-phosphotyrosine 
antibodies were a gift of Dr. Morris F. White  (Joslin Diabetes Center). 
Protein A-acrylamide beads, constant boiling 6 N HCI, and  Triton 
X-100 were obtained from Pierce Chemical Co. The tyrosine kinase 
inhibitor  tyrphostin (18) was kindly provided by Dr. Joseph Schles- 

The abbreviations used are: hsp-90, 90-kDa heat shock protein; 
TPCK, L-1-tosylamido-2-phenylethyl chloromethyl ketone; Hepes, 4- 
(2-hydroxyethyl)-l-piperazineethanesulfonic acid; EGTA, [ethylene- 
bis-(oxyethylenenitrilo)]tetraacetic acid; DTT, dithiothreitol;  SDS- 
PAGE, sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis. 
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4944 hsp-90-associated  Kinase Activity 
singer  (Rorer Biotechnology, King of Prussia,  PA).  [y-32P]ATP (111 
TBq/mmol),  and  [y”P]GTP (111 TBq/mmol) were from  Du  Pont- 
New England Nuclear; [a-”’PP]8-azido-ATP (366 GBq/mmol) was 
from ICN  Biomedicals  Inc. (Irvine, CA). TPCK-trypsin  was  obtained 
from  Worthington. All the  other  chemicals used were from Sigma. 

Isolation of h.Tp-90-The 90-kDa  heat  shock  protein was isolated 
from livers of 2-3 month-old, male  Sprague-Dawley rats  using  the 
method of Yonezawa et  a/.  (19)  with  the following modifications: in 
all buffers Hepes was used instead of Tris;  ATP  (at a final  concen- 
tration of 1 mM) was  included in  the  buffers of the  butyl-Sepharose 
4B  and  DEAE-Sepharose  Fast Flow chromatographies; a gel filtration 
step was added using  a Sepharose S-200  (60 X 2 cm)  column  in 
between the  DEAE  and  hydroxylapatite ion exchange  chromatogra- 
phies.  hsp-90  was detected by immunoblotting  with  sheep  anti-hsp- 
90  antibody. After the  Spectragel HA hydroxylapatite  chromatogra- 
phy  the purified  hsp-90  was  dialyzed against 4 liters of 50 mM Hepes, 
pH 7.4,0.5 mM DTT buffer. The purity of this  preparation  was higher 
than 95% (usually higher than 98%) as judged by densitometry of 
Coomassie Blue-stained  SDS  slab gels. A significant  portion of the 
small  amount of contaminating  proteins were derived from  proteolysis 
of hsp-90 and were recognized by the  anti-hsp-90  antibody D7a in 
immunoblots.  For  some  experiments, an even more highly  purified 
preparation of hsp-90 was prepared  in which any  trace  amounts of 
casein kinase I1 potentially associated  with hsp-90 were  removed by 
heparin  affinity  chromatography (20). This  preparation  is referred to 
as “highly  purified hsp-90”  or  heparin-purified hsp-90. 

Phosphorylation and Dephosphorylation of hsp-90-5 pg of the 
appropriate  hsp-90  preparation was incubated  in  the  presence of 50 
mM Hepes, pH 7.4, 200 p~ of [y-32P]ATP  or  [y-”P]GTP (5,000- 
6,000 and 10,000-12,000 cpm/pmol, respectively) and  10 mM of the 
indicated  divalent  cation for 20 min a t  30 “C. The reaction  was 
stopped by boiling  for  5 min  in  the  presence of Laemmli buffer (21) 
containing  10 mM EDTA,  and 20 mM DTT.  Samples were analyzed 
by  SDS-PAGE  and  autoradiography.  The  radioactivity of the hsp-90 
bands was quantitated by densitometry of the  autoradiograms  and by 
direct Cerenkov counting of the  bands  in 20% methanol. 

In some experiments hsp-90  was prephosphorylated before labeling 
with  [”PIATP. 1 mg of hsp-90, or  “heparin-purified” hsp-90,  was 
incubated for 30 min a t  room temperature  in  the  presence of 50 mM 
Hepes, pH 7.4, 2 mM ATP,  and 5 mM M e  or Ca2+, respectively; the 
excess of ATP was  removed by  gel filtration  on a  Bio-Gel P-6DG 
column. In  other  experiments hsp-90  was dephosphorylated before 
[“PIATP labeling. For  these, 0.5 mg  of heparin-purified hsp-90  was 
incubated  with 30 units of alkaline  phosphatase immobilized on 
agarose in the presence of 50 mM Hepes, pH 8.0, and 5 mM MgCI2 at 
room temperature  with  continuous  rotation. After  2  h, the buffer  was 
changed  to 50 mM Hepes, pH 7.4, and  the  sample was concentrated 
using  Centricon 30 ultrafiltrators. 

Cova/ent Labeling of hsp-90  with ka-32PlAzido-ATP-5 pg of hsp- 
90 was preincubated  with 4 p~ (1 pCi) [a-”Plazido-ATP  in  the  dark 
in  separate wells of a 96-well microtiter  plate a t  4 “C for 15  min  in a 
buffer containing 50 mM Hepes, pH 7.4, and 10 mM of the  indicated 
divalent cation. The reaction mixture  was  irradiated with a 100-watt 
long wavelength UV lamp  (Black Ray, UVP Inc., San Gabriel, CA) 
for  5  min a t  4 “C  from a distance of 10 cm. Samples were transferred 
to Eppendorf  microcentrifuge tubes  containing  30 p1 of Laemmli 
buffer (21)  supplemented with 10 mM EDTA  and 20 mM DTT, boiled 
for 5  min, and analyzed by SDS-PAGE  and  autoradiography.  The 
radioactivity of the  hsp-90  bands was quantitated by densitometry of 
the autoradiograms  and by liquid scintillation  counting. 

with  rabbit (AC88 and D7a)  or  sheep  anti-hsp-90  antibodies.  The 
Immunoprecipitation of hsp-90-hsp-90 was immunoprecipitated 

reaction  mixtures of the  phosphorylation  or  8-azido-ATP labeling 
experiments  (containing 5 pg of hsp-90) were incubated  overnight 
with 10 pg of the  affinity purified antibodies at 4 “C  in  the  presence 
of 10 mM ATP,  or  in  the  dark, respectively. Samples were diluted to 
0.5 ml with 50 mM Hepes, pH 7.4, and 30 p1 of protein A-acrylamide 
beads was  added.  After  2  h of rotation a t  4  “C, samples were centri- 
fuged and successively washed  with 1 ml each of buffers  containing 
50 mM Hepes, pH 7.4, supplemented  with 0.1% (w/v) SDS, 1% (v/v) 
Triton X-100, and 0.1% (v/v)  Triton X-100, respectively. The final 
pellets were eluted with Laemmli buffer (21)  containing 20 mM DTT 
and analyzed by SDS-PAGE  and  autoradiography. 

Phosphoamino Acid Analysis-Phosphoamino acid  analysis was 
carried  out by the  method of Cooper et al.  (22). hsp-90  bands were 
excised  from the acrylamide gel, soaked  in 20% methanol, digested 
with the  addition of 2 X 100 pg of TPCK-trypsin  in 50 mM ammonium 
carbonate for 24 h a t  37 “C. The tryptic digest  was  lyophilized and 

hydrolyzed in  constant boiling  6 N HCI a t  110 “C for 60 min. The 
hydrolysates were washed  with  2 X 1 ml of distilled water  and 
subjected to  electrophoresis  on  TLC  plates a t   pH 3.5. Plates were 
dried,  stained with ninhydrin,  and analyzed by autoradiography. 

Other Methods-ATPase activity was determined  in a 0.1-ml re- 
action medium containing 5 pg of hsp-90, 0.5 mM [y-”P]ATP 
(200,000 cpm/sample), 5 mM of the  indicated  divalent  cation,  and  50 
mM Hepes, pH 7.4, or 50 mM Tris,  pH 8.4. The  amount of [“’PI 
inorganic phosphate was determined by extraction of its phosphomo- 
lybdate complex to organic phase  and liquid scintillation  counting 
(23).  ATP-dependent  protease  activity was  measured by the  detection 
of the hydrolysis of fluorescein  isothiocyanate-labeled  casein (24). 
The reaction mixture  contained 5 pg of hsp-90,  2  mg/ml fluorescein 
isothiocyanate-labeled casein, 50 mM Hepes, pH 7.4,  0.5 mM DTT, 
with  or  without 5 mM ATP  and 5 mM  MgC12 or CaCI2. Samples were 
incubated a t  30 “C for 60  min,  precipitated with trichloroacetic acid, 
and  the fluorescence of the neutralized supernatants was measured 
(24). Protein  concentrations were determined using the  method of 
Bradford  (25)  and bovine  y-globulin as  standard. 

RESULTS 

Phosphorylation of hsp-90”Incubation of heparin  affinity 
chromatography purified  hsp-90 with 0.2 mM [-y-:’*P]ATP and 
5 mM Car+  resulted  in heavy labeling of the 90-kDa hsp  band 
(Fig. 1, lune a). This label persisted  after immunmoprecipi- 
tation  with  anti-hsp-90  antibody (lune c). In  the  presence of 
excess ATP (10 mM) the labeling was decreased by about 80% 
(lunes b and d ) .  Thus, highly purified  hsp-90 appeared  to 
undergo autophosphorylation catalyzed  by  a saturable enzy- 
matic process. Neither ”P-labeled  inorganic phosphate  nor 
[a-”’P]ATP  was able  to label  hsp-90 (data  not  shown),  thereby 
excluding the possibility that  the observed effect  was due  to 
either  tight  association of radioactive ATP  with some highly 
charged regions of hsp-90 or poly-(ADP-ribosy1)ation of the 
protein (26). By contrast, [y-”’PIGTP  induced similar  phos- 
phorylation of hsp-90 as [-p3*P]ATP (Fig. 1, lunes e-h). When 
analyzed a t  multiple  concentrations of nucleotide triphos- 
phate,  the KM of the reaction  was 0.16 mM for ATP  and 0.44 
mM for GTP (Fig. 2). 

kD 
200 - 
116 - 
97 - 
66 - 

45 - 
anti hsp-90 

antibody 

ATP  GTP azido-ATP 
“r-”-l 
a b c d  e f g h  i j k I 

I 
” + + - - + + - - + +  

excess ATP/GTP - + - + - + - + - + - + 
FIG. 1. Autophosphorylation and azido-ATP labeling of 

hsp-90. 5 pg of heparin  affinity purified hsp-90 was  phosphorylated 
by 200 p~ [y-*’P]ATP (lanes  a-d)  or [y-”’PIGTP (lanes e-h) in  the 
presence of 10 mM Ca2+ for 20 min a t  30 “C  as described under 
“Experimental Procedures.” Samples  represented in lanes b, d, f, and 
h were phosphorylated  in  the presence of 10 mM ATP  or 10 mM 
GTP, respectively. In  separate  experiments, 5 pg of heparin affinity 
purified  hsp-90  was  labeled  with  4 p~ [a-’”PJazido-ATP  (lanes i-1) 
in  the presence of 10 mM Ca2+ by illuminating  with UV light for 5 
min a t  4 “C  as described under  “Experimental Procedures.” Samples 
represented by lanes j and 1 were labeled in  the presence of 10 mM 
ATP. After the  phosphorylation  or labeling,  some samples were 
immunoprecipitated  with  the  rabbit  anti-hsp-90  antibody D7a as 
described under  “Experimental  Procedures”  (lanes c, d, g, h, k,  and 
I ) .  Samples were subjected to  SDS-PAGE  and autoradiography. The 
autoradiogram  shown  is  representative of three  separate experiments. 
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FIG. 2 .  Double-reciprocal plot of the ATP and GTP depend- 
ence of hsp-90 autophosphorylation. 5 pg of heparin  affinity 
purified  hsp-90  was phosphorylated by various concentrations of [y- 
'"PIATP (o"0) or [y-32P]GTP (0- - -0) in  the  presence of 10 
mM Ca2+ for 20 min a t  30 "C as described under  "Experimental 
Procedures." Preliminary  experiments  indicated that  the  autophos- 
phorylation was a linear  function of time  up  to  30  min  in  the 
concentration  range  tested.  Samples were  analyzed  by SDS-PAGE 
and  the  amount of incorporated 32P was calculated by measuring  the 
radioactivity of the  hsp-90  bands.  Data  represent  the  mean of two 
separate  experiments. 

Since it is well known that  the 90-kDa heat shock protein 
forms complexes with a  number of serine,  threonine, and 
tyrosine  protein kinases (4, 6-12), we examined the effect of 
known inhibitors and activators of these enzymes on the 
phosphorylation of hsp-90. The phosphorylation of hsp-90 in 
the presence of  Mg2+ was strongly inhibited by both heparin 
and 5,6-dichlorobenzimidazole riboside suggesting that casein 
kinase I1  was present at  this  step of purification. By contrast, 
the phosphorylation of heparin  affinity purified hsp-90  in the 
presence of Ca2+ was not significantly affected by 50 pg/ml 
double-stranded DNA, 5 pg/ml heparin,  5 mM 5,6-dichloro- 
benzimidazole riboside, 200 p~ hemin, 100 p~ H-7 (1-(5- 
isoquinolinesulfonyl)-2-methylpiperazine, 100 pg/ml phos- 
phatidylserine  plus 10 pg/ml diacylglycerol, and 100 pM of the 
tyrosine  kinase  inhibitor tyrphostin (18) which modify the 
activity of the double-stranded  DNA-activated  protein  kinase, 
casein kinase 11, heme-regulated eIF-Sa kinase, protein  kinase 
C, and various tyrosine kinases, respectively (4,6-12,18;  data 
not shown). Thus,  it seemed unlikely that a contaminating 
protein  kinase was responsible for the observed phosphoryl- 
ation of hsp-90. 

Covalent  Labeling of hsp-90 with  [a-32P]8-Azido-ATP- 
Observing the phosphorylation of hsp-90  in highly purified 
preparations of the protein and gaining some evidence that 
none of the kinases known to be associated with hsp-90 seem 
to be involved in this process, we examined whether  hsp-90 
could be covalently labeled with radioactive azido-ATP.  Fol- 
lowing incubation and UV radiation of hsp-90 with the  ATP 
affinity reagent the 90-kDa band was heavily labeled. This 
labeled band was immunoprecipitated with anti-hsp-90 anti- 
bodies (Fig. 1, lanes i and k ) .  ATP (10 mM) effectively com- 
peted for labeling by radioactive azido-ATP  in  both the  non- 
immunoprecipitated and immunoprecipitated samples (lanes 
j and 1) .  

Binding of hsp-90 to  ATP-Agarose-In addition to labeling 
with  azido-ATP, 30 and 76% of the heparin  affinity purified 
hsp-90 was able to bind to ATP-agarose in  the presence of 
Ca2+ and  MnZ+, respectively, both  ions which support auto- 
phosphorylation (Table I,  and see below). The binding of hsp- 
90 was  negligible in the presence of MS+, without  divalent 
cations or without covalently attached  ATP.  These results 
provide further evidence that hsp-90 has a nucleotide binding 
site. 

TABLE I 
Binding  of hsp-90 to ATP-agarose 

50 pg of purified hsp-90 was applied to a 50-pl ATP-agarose (A4793, 
Sigma)  or agarose (A0169, Sigma) microcolumn equilibrated  with a 
buffer containing 50 mM Hepes, pH 7.4, and 10 mM of the  divalent 
cation indicated. The column was washed with 4 X 0.2 ml of the  same 
buffer, and  the  hound  hsp-90 was eluted  with 4 X 0.2 ml of Hepes, 
pH 7.4, 10 mM EDTA solution. The  amount of hsp-90 was quantified 
by determination of protein  content of each  fraction collected. The 
percentage of hsp-90  bound  represents  the relative amount of protein 
in  the  EDTA  elution  as a percentage of total  hsp-90 recovered. Data 
are  the  mean of two seoarate  exueriments. 

hsu-90 in the Dresence of % bound 
~~~ 

M?I(ATP-agarose) 5 
Ca"-(ATP-agarose) 30 
Mn2'-(ATP-agarose) 76 
EDTA,  EGTA-(ATP-agarose) 4 
Mn'+-(agarose) 10 

c 0.1 1 10 1 - 0.1 I 10 

[Metal] (mu) [Metoll (mM) 

FIG. 3. Divalent cation dependence of the autophosphory- 
lation and azido-ATP labeling of hsp-90.5 pg of heparin affinity 
purified hsp-90 was phosphorylated by 200 @M [r-Y2P]ATP for 20 
min a t  30 "C ( A )  or labeled with 4 p~ [n-32P]azido-ATP using 5-min 
UV illumination a t  4 "C ( B )  as described under  "Experimental  Pro- 
cedures." The phosphorylation  or labeling  was carried  out  in  the 
presence of Ca2+ (filled  circles) or  Mn2+ (open circles) at indicated 
final  concentrations. The bars represent  experiments  done  in  the 
presence of 25 mM Me. Samples were analyzed by  SDS-PAGE. The 
amount of incorporated 32P or  bound  azido-ATP was calculated by 
measuring  the  radioactivity of the hsp-90 bands.  Data  represent  the 
mean of two separate  experiments. 

Metal  Dependence of the  Phosphorylation  and  Azido-ATP 
Labeling of hsp-90-The autophosphorylation of hsp-90 was 
supported by Ca2+ and,  to a lesser extent, by Mn2+ at final 
concentrations higher than 1 mM (Fig. 3 A ) .  The azido-ATP 
labeling of heparin  affinity purified hsp-90 displayed similar 
dependence on Ca2+ and  Mn2+ (Fig. 3B) .  In  contrast,  there 
was virtually no autophosphorylation or azido-ATP labeling 
in the presence of Mg2' even at  final concentrations  as high 
as 25 mM (Fig. 3, A and E ) .  Neither the phosphorylation nor 
the azido-ATP labeling reached saturation in the concentra- 
tion range tested. In our  experiments, however, some precip- 
itation of the samples occurred if the concentration of the 
divalent  cations was raised above 25  mM; therefore, we did 
not extend the concentration range above this value. Calmod- 
ulin,  a modulator of the association of hsp-90 with actin  (14), 
did not induce any significant changes in  the level of hsp-90 
phosphorylation  in the presence of either micromolar or mil- 
limolar Ca2+ (data  not shown). From the  data of Fig. 3 it can 
be calculated that under our normal assay conditions (10 rnM 
Ca2+ and 0.2 mM ATP), 1-2% of the  total hsp-90 became 
phosphorylated or covalently labeled after 20 min at 30 "C 
using an hsp-90  concentration of 0.1 mg/ml. 

The metal dependence of the phosphorylation of hsp-90 in 
standard hsp-90  preparations displayed a markedly different 
pattern  than  the highly purified hsp-90. For "standard" hsp- 
90, Mgz+ was the most active among the  three divalent  cations 
tested, while Ca2+ and  Mn2+ induced a much slighter effect 
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(data  not  shown).  This different behavior most  probably 
reflects the presence of some  casein  kinase I1 in the less 
purified preparations which readily phosphorylates  hsp-90  in 
the presence of Mg-ATP  (20). 

Histones, and Protamine, but Not Polyamines Activate hsp- 
90 Phosphorylation in  the Presence of Magnesium-Auto- 
phosphorylation of hsp-90 was modified by polycations  de- 
pending on the divalent metal ion used for activation.  Lysine- 
rich  histone lowered the phosphorylation of heparin  affinity 
purified hsp-90 in the presence of calcium, had no effect in 
the presence of manganese, and activated several-fold the 
phosphorylation  in the presence of magnesium (Fig. 4). The 
effect of lysine-rich histones  on  the calcium-induced auto- 
phosphorylation of hsp-90 varied in  different  experiments. In 
most of the experiments  lysine-rich histone lowered the  au- 
tophosphorylation only slightly (Table 11, column “Ca2+”); 
however, in one of the  experiments (shown  in Fig. 4) the 
inhibition was almost complete. In  the presence of Mg2+- 
lysine-rich histones produced a  more  pronounced  activation 
of hsp-90  autophosphorylation than  the arginine-rich  frac- 
tions  (Table 11, column “M$+’’). Type 11-S histone,  a  mixture 
of lysine- and arginine-rich  fractions, displayed an  interme- 
diate activity. Protamine showed similar characteristics  as 
lysine-rich histone. These effects, however, are  not a  general 
feature of polycations  since  polyamines  did not change the 
phosphorylation of hsp-90 (Table 11, column  “Mg2+”). This 
latter observation  also  argues against  the possibility that  the 
magnesium-dependent kinase activity is  due  to  the  activation 
of a contaminating kinase by histones  or  protamine, since the 
kinase  most likely associated  with hsp-90, casein  kinase 11, is 

hsp-90 + histone 
hsp-90 

nn 

Ca Mg Mn Ca Mg Mn 
FIG. 4. The effect  of  lysine-rich histone on the  divalent 

cation dependence of hsp-90 autophosphorylation. The  auto- 
phosphorylation of 5 pg of heparin  affinity purified  hsp-90  was carried 
out  in  the  absence or presence of 5 pg of lysine-rich histone  (Type 
111-S, Sigma)  with  10 mM final  concentration of the  indicated  divalent 
cation  and 200 p~ [yR’P]ATP for 20 min a t  30 “C  as described under 
“Experimental Procedures.”  After phosphorylation  samples were sub- 
jected  to  SDS-PAGE  and  autoradiography.  The  autoradiogram  shown 
is  representative of three  separate  experiments. 

TABLE I1 
Autophosphorylation of hsp-90  in  the  presence 

of various basic substances 
The  phosphorylation of heparin  affinity  purified hsp-90  was carried 

out  as described under  “Experimental  Procedures”  in  the  absence  or 
presence of 5 pg of various  basic substances  and  10 mM of  Ca’+ or 
Mg“  as indicated. Samples were analyzed by SDS-PAGE,  the 90- 
kDa  bands of the gels were cut  out,  and  the  amount of their  radioac- 
tivity was quantified by liquid scintillation  counting.  Data  are  repre- 
sentative of three  separate  experiments. 

*’P incorporated 

Ca” M$+ 

Control 
+Histone  (type 11-S) 
+Histone  (Arg-rich) 
+Histone  (Lys-rich) 
+Protamine 
+Putrescine 
+Spermidine 
+Spermine 

prnollmg protein 
120 10 
93  50 
a2 30 
80 150 

110  120 
115 13 
110 10 
119 11 

also  activated by polyamines (27, 28). The assumption that 
histones and  protamine activate the  same kinase activity 
which is displayed at   the CaY+-dependent  phosphorylation of 
hsp-90 is further supported by the fact that  this M e - d e -  
pendent activity  is  also heat-stable  (data  not shown). 

Heat Stability of hsp-90 Phosphorylation-The effect of a 
10-min  preincubation at  various temperatures on the activity 
of hsp-90 in  the presence of  Mg‘+, Mn2+,  and Ca“ is shown 
in Fig. 5A. The magnesium-dependent  activity (which was 
most  probably derived from casein  kinase I1 since it could be 
inhibited by the  inhibitors of this enzyme) displayed a typical 
heat inactivation pattern for many enzymes, being almost 
completely inactivated at  55  “C within 10 min. However, the 
Mn‘+- and Ca2+-dependent  phosphorylation of hsp-90 was 
extremely heat-stable with  a  significant amount of the activity 
remaining after a  10-min  preincubation at  95  “C. Further- 
more, the Ca”- and Mn”-dependent  autophosphorylation of 
hsp-90 persisted even after 20 min of preincubation at  95 “C, 
while the Mg2+-dependent  activity was eliminated after 2 min 
(Fig. 523). In  the experiments shown, the preincubations were 
carried out in the absence of the divalent  cations.  Similar 
data were obtained if the preincubations were done in the 
presence of the indicated  cations. The heparin-purified  hsp- 
90 preparation in the presence of Ca2+ and Mn’+ displayed 
identical heat inactivation pattern  as  the less purified hsp-90, 
although  in this case M$+-dependent  phosphorylation was 
too low to  obtain a  reasonable pattern of heat inactivation 
(data  not shown). 

Phosphoamino Acid Analysis-The phosphorylation of hep- 
arin affinity purified hsp-90 occurred predominantly on phos- 
phoserine both in the presence of Ca2+ (Fig. 6A) or Mg?‘ plus 
lysine-rich  histone (Fig. 623). These results are in  agreement 
with our  other experiments which showed that phosphoryl- 
ated hsp-90 was not immunoprecipitated  with  anti-phospho- 
tyrosine  antibodies and  that  the  phosphate group(s) of hsp- 
90 is acid-stable but alkali-sensitive (data  not shown). The 
acid stability of the label also argues against  the presence of 
any phospholysine,  phosphoarginine, or phosphohistidine res- 
idues  (29). Polyacrylamide gel electrophoresis at  pH 2.0 (30) 
did not produce any significant increase in the  amount of 
radioactive label recovered, suggesting no alkaline-sensitive 
acyl-phosphate intermediates  (data  not shown). 

Effect of Pre-  and Dephosphorylation on the Autophospho- 
rylation of hsp-90”The prephosphorylation of heparin  affin- 

0 5 10 15 20 25 
Temperature (‘C) T h e  (minutes) 

FIG. 5. Heat stability of hsp-90 phosphorylation. 5 pg of hsp- 
90 was  incubated in 50 mM Hepes buffer, pH 7.4, for 10 min at  
indicated  temperatures ( A )  or a t  95 “C for indicated times ( R ) .  After 
heat  treatment,  samples were cooled to 30°C and phosphorylated 
with 200 p M  [-y-”*P]ATP in the presence of 10 mM Ca2’ (open  circles), 
10 mM Mn’+ (filled  circles), or 10 mM M $ +  (star.?) for 20 min as 
described under  “Experimental Procedures.”  After phosphorylation 
samples were analyzed by SDS-PAGE.  The radioactivity of the hsp- 
90 bands  was measured and expressed as a percentage of control 
sample which had a heat  treatment a t  30 “C for 10 min. “100% 
phosphorylation” was 580, 150, and 60 pmol of RYP/mg  protein  in  the 
presence of M$+, Ca2+, and Mn’+, respectively. Data  represent  the 
mean of two separate  experiments. 
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P-Tyr 

origin 

FIG. 6. Phosphoamino  acid  analysis of hsp-90.5 pg of heparin 
affinity  purified  hsp-90  was  phosphorylated by 200 pM [y-’”P]ATP 
in  the  presence of 10 mM Ca’+ ( A )  or 5 pg of lysine-rich  histone  and 
10 mM M$+ ( R )  for 20 min a t  30 “C  and  subjected  to  SDS-PAGE as 
described  under  “Experimental  Procedures.”  The  90-kDa  hsp-90  band 
was  excised,  digested by 2 X 100 pg of TPCK-trypsin  at 37 “C for 24 
h, hydrolyzed  in 6 N HCI a t  110  “C for 60  min,  and  subjected  to  high 
voltage  electrophoresis a t  pH 3.5 on a TLC plate.  Plates  were  dried, 
stained  with  ninhydrin,  and  analyzed by autoradiography. The  auto- 
radiogram  shown is a representative of three  separate  experiments. 

TARLE 111 
Effect  of  prephosphorylation  and  dephosphorylation  on thP 

autophosphorylation  and  azido-ATP labeling of hsp-90 
Heparin  affinity  purified  hsp-90  was  phosphorylated or labeled 

with  azido-ATP  without  any  previous  treatment.  (“Control”),  after 
prephosphorylation  in  the  presence of 10 mM Ca”, or after  dephos- 
phorylation by immobilized  alkaline  phosphatase as described  under 
“Experimental  Procedures.”  In  the  case of the M$+-prephosphory- 
lated  hsp-90,  hsp-90  was  first  phosphorylated  in  the  presence of 10 
mM %l$+ and  then subjected to heparin  affinity  chromatography  and 
successive  phosphorylation or azido-ATP  laheling.  After  phosphoryl- 
ation or labeling  with  azido-ATP  samples  were  analyzed by SDS- 
PAGE,  the  90-kDa  hands of the gels were cut  out,  and  the  amount of 
their  radioactivity  was  quantified by liquid  scintillation  counting. 
Data are the  mean of two  (in  the  case of “Dephosphorylated  hsp-90,” 
four) separate  experiments. 

.“P-incorporated Azido-ATP- 
hound 

Ca?+ Mn2+ Ca2+ Mn2+ 

pmollrng protein 
Control 112 30 192 24 
Ca”-prephosphorylated  hsp-90 44 14 260 29 
Mg”-prephosphorylated  hsp-90 90 31 197 27 
Dephosphorylated  hsp-90 53  16 171 38 

ity purified  hsp-90  in the presence of  Ca’+ diminishes  the 
amount of radioactive label acquired in a subsequent  incuba- 
tion of the  protein with Ca’+ and [y-:’”P]ATP (Table 111). If 
we prephosphorylated hsp-90  in the  presence of M$+ (where 
the  phosphorylation was most probably  induced by casein 
kinase 11), the  amount of autophosphorylation did not  change 
significantly. However, if hsp-90 was dephosphorylated  first 
with immobilized alkaline  phosphatase,  the  subsequent  radio- 
active phosphorylation was  significantly diminished. A con- 
trol  experiment where  only the buffer of alkaline  phosphatase, 
but  not  the enzyme  itself was added did not  result in any 
significant  changes in autophosphorylation  (data  not  shown). 
Azido-ATP  binding  to  hsp-90 was not significantly altered by 
any of these  treatments  (Table 111). 

hsp-90 Does Not Possess an  ATPase-  or  ATP-dependent 
Protease Actiuity-The existence of a  nucleotide binding  site 
in  the 90-kDa heat shock protein  prompted  us to speculate 
whether  the  protein  might display ATP-dependent  activities 
other  than  phosphorylation,  such  as  ATPase  or  ATP-depend- 
ent protease activities. Since  the 70-kDa heat shock proteins 
are  ATPases (2-4), we examined  whether hsp-90  was also 

able  to hydrolyze ATP. hsp-90 showed no significant ATPase 
activity a t   pH 7.4 or a t   pH 8.5 in  the presence of M$+, Ca“, 
or  Mn2+  (data  not  shown). 

Nonlysosomal protein  degradation utilizes  mostly ATP- 
dependent  proteases (31). Since in  some of our  preparations 
we observed  some minor  bands moving around 70-80 kDa 
which were recognized by anti-hsp-90  antibodies in immuno- 
blots which  may  be products of some  limited  proteolysis, we 
examined  whether hsp-90 had  any  ATP-dependent  protease 
activity. However,  hsp-90  did not  cause  any  significant  pro- 
teolysis of fluorescein  isothiocyanate-labeled  casein,  a good 
substrate of ATP-dependent  proteases (31), either in the 
absence  or  in  the presence of ATP  and Mi’+, Ca”, or Mn’+ 
(data  not  shown). 

DISCUSSION 

The  90-kDa  heat shock protein  (hsp-90) is a highly con- 
served stress  protein which is abundant  in  the cytoplasm of 
most  prokaryotic  and  eukaryotic cells. Although the  synthesis 
of hsp-90 is strongly induced by elevated temperatures  and 
by various other  stimuli, relatively  high amounts of hsp-90 
are also detected in unstressed cells (1-4). This  has led to  the 
hypothesis  that hsp-90 has  an  important  function in cells 
which  becomes even more  needed after  injury  or  stress. Al- 
though  the  exact  function of hsp-90 is uncertain, it has a 
tendency  to form  complexes  with  a variety of other  proteins, 
including  steroid  receptors,  protein  kinases,  actin,  and  tubulin 
(2-15). Our  present knowledge is very much limited concern- 
ing  the mechanism,  consequences, and significance of these 
associations.  One of the major  missing links is that  thus  far 
no  intrinsic  activity  other  than  binding of proteins  has been 
assigned to hsp-90. The  current  study provides  evidence that 
hsp-90 possesses  a  nucleotide binding  site  and may be a  kinase 
able  to  autophosphorylate itself. 

When  incubated  with  [y-:”P]ATP  or  [y-””PIGTP, highly 
purified preparations of hsp-90 become phosphorylated in  a 
time-dependent  manner.  Since  hsp-90  is known to be  associ- 
ated  with a number of protein  kinases (4, 6-12), one possible 
explanation of this  phenomenon  is  that  traces of contaminat- 
ing kinases  are  still  present in the hsp-90 and induce the 
phosphorylation of the 90-kDa band.  Several  lines of evidence 
show, however, that  this  is  not  the case: 

1) The  phosphorylation of hsp-90 persists  after  the removal 
of casein kinase I1 by heparin  affinity  chromatography  and 
after  immunoprecipitation of hsp-90 by anti-hsp-90  antibod- 
ies. 

2) The  approximate kM of the reaction is 0.16 mM for ATP. 
This is much higher than  the  reported values for most other 
protein  kinases  and considerably  higher than  that for casein 
kinase 11 (6 pM) (28)  or  protein  kinase c (1.5-15 pM) (32). 
Furthermore,  phosphorylation is not affected by a number of 
activators  and  inhibitors of the known kinases which might 
associate with  hsp-90. 

3) The  phosphorylation displays  a unique  cation  depend- 
ence  being  most  active in the presence of Ca”, moderately 
active  in the presence of Mn2+  but practically  inactive  with 

4) The  activity is remarkably  heat-stable. hsp-90 retains 
significant  autophosphorylation  activity even after  incubation 
for 20 min a t  95 “C. 

5) The  phosphorylation  is substrate-specific.  Although hsp- 
90 is capable of autophosphorylation,  thus  far, in preliminary 
experiments, we have  not observed  a significant  phosphoryl- 
ation of histones,  protamine,  casein,  phosvitin,  actin,  Kemp- 
tide (Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly), and  angiotensin, well 
known substrates of the  kinases usually  associated  with hsp- 

M$+. 
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90, by the purified hsp-90 preparation  (data  not shown). 
Thus,  the  data strongly suggest that hsp-90 itself possesses 

an intrinsic autophosphorylating activity. 
Consistent with this observation, hsp-90 possesses an ATP 

binding site. hsp-90 can be labeled with 8-azido-ATP  and  can 
bind  to ATP-agarose. Examination of the primary sequence 
of the protein (33) and comparison of it  to  the consensus 
sequence for ATP binding sites in other  heat shock proteins 
(34-37)  reveals that hsp-90 contains homologous regions for 
both the “A“ and “B” sequences associated with ATP binding 
(Table IV). Although this is a different type of ATP binding 
site  than that of other  serine  or tyrosine kinases, it is highly 
homologous with the ATP binding sites of the 70-kDa heat 
shock proteins. hsp-90 can also utilize GTP for its  autophos- 
phorylation. GTP has  a similar efficiency as ATP in compet- 
ing with azido-ATP binding (data  not shown). However, hsp- 
90 does not have an ideal sequence match with the  GTP 
binding consensus sequence (38), and  the k~ for GTP (0.44 
mM) is too  high to permit GTP as  the preferred substrate 
over ATP i n  uiuo. The almost identical metal dependence of 
the autophosphorylation and azido-ATP labeling further  sup- 
ports our conclusion that hsp-90 is a kinase capable of auto- 
phosphorylating itself. 

The ability of hsp-90 to undergo autophosphorylation de- 
pends on the pre-existing phosphorylation state of the protein. 
The somewhat unexpected finding that dephosphorylation of 
hsp-90 actually decreases its successive autophosphorylation 
suggests that phosphorylation i n  vivo on a specific residue(s) 
may  be necessary for the autophosphorylation reaction. A 
similar phenomenon has been observed in reticulocytes where 
hsp-90 is not able to stimulate the heme-sensitive eIF-2a 
kinase in its dephosphorylated form (39). 

Under our experimental conditions relatively minor 
amounts (1-2%) of the  total hsp-90 became phosphorylated. 
This extent of autophosphorylation is significantly smaller 
than  the stoichiometric, or almost stoichiometric autophos- 
phorylation of most protein kinases (40). However, in  the 
case of the dnaK  protein of Escherichia coli, which  shows an 
extensive analogy with hsp-90 (see below), the  extent of 
autophosphorylation is similarly low,  1-4% (41). It is also 

possible that only a subpopulation of hsp-90 (isoform, mon- 
omer, prephosphorylated hsp-90, or otherwise different hsp- 
90) is participating in the autophosphorylation and  this sub- 
population incorporates stoichiometric amounts of phosphate. 
Further experiments are needed to resolve this question. 

The autophosphorylation and ATP binding of hsp-90 show 
many similarities with the properties of the 70-kDa heat shock 
proteins (hsp-70) and the related  dnaK  protein of E.  coli. The 
hsp-70 family is highly conserved through evolution and dis- 
plays an ATP binding consensus sequence similar to  that of 
hsp-90. Likewise, the dnaK  protein, which is highly  homolo- 
gous with the eukaryotic hsp-70 proteins, possesses a similar 
ATP binding sequence and is also able to autophosphorylate 
itself (41-43). Autophosphorylation of dnaK  has properties 
almost identical to those we have observed for hsp-90. Both 
hsp-90 and  dnaK have similar metal ion dependence for 
autophosphorylation with Ca2+ > Mn2+ >> M e  (43). The 
concentration dependence of the autophosphorylation with 
Ca2+ is also similar (41, 43). Both  proteins display a  remark- 
able heat  stability being still significantly active even after a 
treatment at 95 “C (41-43) both hsp-90 and the dnaK protein 
are able to utilize GTP as  a  substrate  (41),  and  the overall 
fraction of the protein being autophosphorylated is similar, 
about 1-4% (41). The analogy, however, is not complete. hsp- 
90 autophosphorylates predominantly on serine, whereas 
dnaK phosphorylates on threonine.  dnaK  protein also pos- 
sesses an ATPase activity which we could not detect in hsp- 
90. This  latter difference might be anticipated by analyzing 
the primary structures of the two proteins. The ATPase 
activity of the dnaK  protein  has been found to be associated 
with its highly conserved amino-terminal  portion which  shows 
no homology whatever with hsp-90 (44). 

One attractive hypothesis for a physiological function of 
hsp-90-associated kinase activity would relate to  the associa- 
tion of hsp-90 with various steroid hormone receptors. Most 
steroid hormone receptors are multiply phosphorylated on 
serin residues, and hsp-90 is a component of the  “nontrans- 
formed” (8 S) form of steroid receptors which is observed in 
the absence of ligand binding (2-5).  About 10 years ago a 
calcium-dependent protein kinase activity was also reported 

TABLE IV 
ATP binding  seguences of hsp-90 and  related  proteins 

Protein  Residues  Sequence” 
Type A sequenceb 

Consensus sequence (34,35)‘ 
Rat hsp-70 (36) 
E. coli dnaK (37) 

Murine hsp-90-a  (33) 
hsp-90-0  (33) 

Type B sequenceb 
Consensus sequence (34,35) 
Rat hsp-70 (36) 

E. coli dnaK (37) 

Murine hsp-90-a (33) 

hsD-90-B (33) 

131-144 
127-140 
41-54 

534-549 
526-541 

56-69 
187-199 
387-395 

84-98 
151-164 
447-460 
363-373 
513-524 
354-364 

Gaps are  marked with hyphens and consensus sequences are in boldface. 
“Type A” and “Type B” sequences denote the putative triphosphate and adenine binding sequences, respectively 
(34, 35). 
The numbers in parentheses denote the appropriate references. 
In the “Type B” consensus sequence ‘‘6” stands for hydrophobic residues. 
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to be associated with the purified, nontransformed form of 
glucocorticoid and progesterone receptors (45-47), although 
subsequently one of these studies was retracted (48) and two 
other studies have shown no protein kinase activity associated 
with either the highly purified, “transformed” (4 S) form of 
the glucocorticoid receptor or with the associated 90-kDa 
protein (which turned out to be hsp-90 in the subsequent 
studies) (49, 50). Kost et al. (51) were also unable to show 
azido-ATP labeling of the progesterone receptor-associated 

These  latter observations seemingly contradict our results 
showing the autophosphorylation and  azido-ATP binding of 
hsp-90. There are, however, several important differences 
between these  studies  and the  current study. First, Sanchez 
and  Pratt (49) and Hapgood et al. (50) studied the phosphoryl- 
ation of hsp-90 primarily in  the presence of  Mg2+ which, 
under our assay conditions, does not  support  its activity. In 
their experiments using Ca2+ as divalent cation, molybdate 
was also present,  and we find that molybdate inhibits the hsp- 
90-associated kinase activity (data  not shown). Kost et al. 
(51) used Mn2+  as  divalent  cation  in  their experiments, a 
cation which moderately supports the azido-ATP binding and 
autophosphorylation of hsp-90. In  these  studies the source of 
the hsp-90 was from the nontransformed form of the steroid 
receptor complex, whereas in  our  studies hsp-90 was purified 
directly from liver cytosol. Since only a small fraction of hsp- 
90 undergoes autophosphorylation, it is also possible that  this 
portion of the protein represents  a different pool of hsp-90 
from the one which has been dissociated from the steroid 
receptors. Furthermore, since prephosphorylation might en- 
hance the autophosphorylation of hsp-90, it is possible that 
the hsp-90 derived from the nontransformed steroid receptor 
does not meet this condition. The dissociation of hsp-90 from 
steroid receptors and  its autophosphorylation may be linked 
events. If this is indeed the case, then  the in  vitro autophos- 
phorylation sites may already be occupied in the “steroid 
receptor-derived” hsp-90. 

There  are some correlations between the in vitro and in 
vivo phosphorylation of hsp-90 (2-5). Although autophos- 
phorylation of hsp-90 in vitro requires relatively high concen- 
trations of Ca2+, histones (most probably the lysine-rich his- 
tone  H1 and/or H2A) and  protamine change the activation 
pattern in favor of M2+. This raises the possibility that  the 
autophosphorylation of hsp-90 might be linked to  its associ- 
ation/encounter with other  proteins, e.g. histones. This pos- 
sibility is interesting since a  portion of hsp-90 is found in the 
nucleus (52) which  may  be the place where steroid receptors 
dissociate from hsp-90 (52,53).  These considerations have  led 
us to  the hypothesis that histones may play a role in the 
dissociation of hsp-90 from steroid receptors which in  turn 
may be linked with the autophosphorylation of hsp-90. To 
test  this hypothesis, fnrther  studies  are needed. 

If hsp-90 is indeed a kinase, does it possess phosphotrans- 
ferase activity or does it exclusively phosphorylate itself as 
has been  suggested for the ras proteins  (54)? Our preliminary 
experiments have thus far revealed no significant phosphoryl- 
ation of histones, protamine, casein, phosvitin, actin, Kemp- 
tide,  and angiotensin by hsp-90 (data  not shown) and indicate 
that, if hsp-90 is a  protein kinase, it must have a very limited 
substrate specificity. Our experiment showing no significant 
increase in the radioactive label after acidic gel electrophoresis 
argues against the formation of an acyl-phosphate interme- 
diate which is a requirement in some phosphate  transfer 
reactions. On the other  hand the relatively high kM of the 
reaction (which is similar to  that of 3-phosphoglycerokinase, 
glycerol kinase, hexokinase, creatine kinase, or nucleotide 

hsp-90. 

kinases (55-59)) may  suggest that hsp-90 phosphorylates 
substrates  other than proteins. 

In summary, our  data indicate that hsp-90 possesses an 
autophosphorylating activity and  a nucleotide binding site. 
This  represents the first enzyme activity assigned to this 
abundant cellular polypeptide. Further studies of the  auto- 
phosphorylation of hsp-90 may help us to understand the 
function of this  protein in unstressed and stressed cells. 
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The 90-kDa  heat shock protein  (hsp90)  is a well 
conserved, abundant cytosolic protein believed to be a 
“chaperone” of most steroid receptors. We have  re- 
cently demonstrated that hsp90  has an ATP-binding 
site  and autophosphorylating  activity (Csermely, P., 
and Kahn, C. R. (1991) J. Biol. Chem. 266,  4943- 
4950).  Circular dichroism analysis of highly purified 
hsp90 from rat liver shows that ATP induces an in- 
crease of @-pleated sheet content of hsp90. Vanadate, 
molybdate, and  heat  treatment at  56 OC induce a simi- 
lar change in the  circular dichroism spectrum. Fourier 
transformed  infrared spectroscopy reveals an ATP- 
induced increase  in  the  interchain  interactions of the 
90-kDa  heat shock protein due to  an  increase in its @- 
pleated sheet content. In  further studies we found that 
ATP: 1) decreases the  tryptophan fluorescence of 
hsp90 by 11.6 2 1.9%; 2) increases  the hydrophobic 
character of the  protein as determined by its distribu- 
tion between an aqueous phase and phenyl-Sepharose; 
and 3) renders hsp9O less susceptible to  tryptic diges- 
tion. Our results suggest that hsp9O undergoes an “open 
+ closed” conformational change after  the addition 
of ATP, analogous in many respects  to  the  similar 
changes of the DnaK protein,  the immunoglobulin 
heavy chain binding protein  (BiP/GRP78),  and hsp7O. 
The ATP-induced conformational change of hsp90 may 
be  important in regulating its association with  steroid 
receptors  and  other  cellular proteins. 

Exposure of cells to a wide variety of environmental  per- 
turbations  stimulates  the  synthesis of a group of polypeptides 
known  as  the  heat shock (stress)  proteins (1-3). The  heat 
shock  proteins  are usually  classified on  the  basis of their 
approximate molecular  masses and degrees of homology. One 
class  is composed of proteins with  molecular  sizes  between 
105  and  80 kDa; members of the second and  most highly 
conserved  group  have  molecular  sizes of approximately 70 
kDa;  the  third class consists of heat  shock  proteins with 
molecular  sizes around 60 kDa; and  there  is a fourth  group of 
“small”  heat shock proteins  with molecular masses  ranging 

*This  work was supported by Hungarian Academy of Sciences 
Grants  OTKA-T5534  and OTKA-1089, Hungarian  Ministry of Social 
Welfare  Grant  ETT-202/91,  National  Institutes of Health  (NIH) 
Grant DK 33201, NIH  Grant  DK 36836 for the  Joslin  Diabetes  and 
Endocrinology Research  Center,  and by the  Marilyn  M.  Simpson 
Research  Program  in Diabetes. The costs of publication of this  article 
were defrayed in  part by the  payment of page  charges. This  article 
must  therefore be hereby marked “advertisement” in  accordance  with 
18 U.S.C. Section 1734 solely to  indicate  this  fact. 

between 6 and 30 kDa (4). Most  stress  proteins  are also 
synthesized  constitutively  in  significant  amounts  under  nor- 
mal, nonstressed  conditions.  This  raises  the possibility that 
heat  shock  proteins play an  important role in  the physiology 
of normal cells. 

Recent  studies  indicate  that members of the 60- and 70- 
kDa  heat shock protein “families” cooperate  in  facilitating 
the  transport of proteins across membranes of the  endo- 
plasmic reticulum  and  mitochondria (5 ,  6). The  90-kDa  heat 
shock protein (hsp90),’ is an  abundant cytosolic protein be- 
lieved to act  as a “chaperone” by binding  to  nascent  steroid 
receptors  and  preventing  their  premature association  with 
DNA (2-4, 7, 8). hsp90  also  modulates the  activity of 
pp60v-“c and  the  initiation  factor-2  kinase  (9,  10)  and  binds 
to  actin  and  tubulin, which raises  the possibility of an in vivo 
interaction  with  the  microfilamental  and  microtubular  net- 
work (11,12).  Despite  this  information,  the  exact  function of 
hsp90 is  not completely understood. 

In  an  earlier  study we demonstrated  that hsp90  possesses 
and  ATP-binding  site  and  the  ability  to  phosphorylate itself 
on  serine  residue(s) (13) analogous in  many  respects  to  the 
similar  structure  and  activity of the 70-kDa heat shock pro- 
teins (14-16). Recently, an  ATP-induced  conformational 
change of the  DnaK  protein (17, 18) and  the 70-kDa heat 
shock protein  (19)  has been  reported. These findings  raised 
the possibility that hsp9O undergoes similar  changes  in  its 
secondary  and  tertiary  structure  after  the  addition of ATP. 
In  the  present  paper, we verified this  hypothesis using  circular 
dichroism and  Fourier  transform  infrared spectroscopies as 
well as  the  analysis of tryptophan fluorescence,  hydrophobic 
character,  and  limited proteolysis of hsp90. 

MATERIALS  AND  METHODS 

Chemicals-The chemicals used for polyacrylamide gel electropho- 
resis were from Bio-Rad.  Butyl-Sepharose 4B, DEAE-Sepharose  Fast 
Flow, phenyl-Sepharose 4B, and  Sepharose S-200 were purchased 
from  Pharmacia  LKB Biotechnology  Inc. (Uppsala, Sweden). Spec- 
tragel HA hydroxyapatite  resin was  from Spectrum Medical (Los 
Angeles, CA). Anti-hsp9O antibody  (AC-88) was purchased from 
StressGen  (Victoria, B.  C., Canada).  TPCK-trypsin was purchased 
from  Worthington.  ATPyS was from Boehringer Mannheim. 8- 
A Z ~ ~ O - [ C Y - ~ ~ P ] A T P  (366 GBq/mmol) was from ICN  Biomedicals Inc. 
(Imine,  CA). All other  chemicals used were from  Sigma. 

Isolation of hsp90”The 90-kDa  heat shock protein was isolated 

The abbreviations used are: hsp90, 90-kDa  heat shock protein; 
DnaK,  the hsp70 homolog of E. coli; FT-IR,  Fourier  transform  in- 
frared; grp78, the immunoglobulin heavy chain  binding  protein  (BiP); 
hsp56/59,  56-59-kDa heat shock protein; hsp70, 70-kDa  heat shock 
protein  and  its  constitutive homolog, hsc70; PAGE, polyacrylamide 
gel electrophoresis; TPCK,  N-tosyl-L-phenylalanine  chloromethyl 
ketone; ATPyS,  adenosine 5’-O-(thiotriphosphate). 
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from livers of 2-3-month-old  male  Sprague-Dawley rats using the 
method of Yonezawa et al. (20)  as described earlier  (13). The  purity 
of this  preparation was higher than 95% (usually  higher than 98%) 
as judged by densitometry of Coomassie Blue-stained SDS slab gels 
(21).  Protein  concentrations were determined using the  methods of 
Lowry et al. (22), Bradford (23),  and  Udenfriend  et al. (24)  with 
bovine  serum  albumin  and globulin as  standards.  We got the  highest 
value with the Bradford/serum  globulin method/standard  pair, 
whereas  the  protein  concentration  using  the  Udenfriend  method  with 
bovine serum  albumin was five times lower. Finally, we calculated 
and used the  mean of all  protein  determinations  getting a factor of 
0.57 k 0.18 with respect to  the values of the  Bradford/serum globulin 
method/standard pair. 

Coualent Labeling of hsp90  with 8-Azido-[~~-~~P]ATP-Covalent 
labeling of hsp90 was performed as described earlier (13). 5 pg of 
hsp9O was preincubated  with 4 PM ( 1  pCi) 8-a~ido-[a-~*P]ATP in  the 
dark  in  separate wells of a 96-well microtiter  plate a t  4 "C  for  15  min 
in a  buffer containing  50 mM Hepes pH 7.4 and  10 mM CaC12. The 
reaction  mixture was irradiated  with a 100-watt long  wavelength UV 
lamp (Black  Ray, UVP Inc., San Gabriel, CA) for 5 min a t  4 "C  from 
a distance of 10 cm. Samples were transferred  to  Eppendorf micro- 
centrifuge  tubes  containing  30 pl of Laemmli buffer (21)  supple- 
mented  with 10 mM EDTA  and 20 mM dithiothreitol, boiled  for 5 
min,  and analyzed by SDS-PAGE (21) and  autoradiography.  The 
radioactivity of the hsp90 bands was quantitated by densitometry of 
the  autoradiograms. 

Circular  Dichroism  Measurements-Circular  dichroism (CD) spec- 
t ra  were recorded  on a Jobin Yvon VI dichrograph.  Measurements 
were  made at  room temperature  in a 0.01-cm pathlength cylindrical 
quartz cell. The  concentration of the  samples was 0.3-0.5 mg of 
hsp90/ml  in 50 mM Hepes pH 7.4 buffer. Base  lines were obtained 
using  protein-free buffer solution  with  the  appropriate  additions.  The 
ligands were introduced from stock  solution ( 2 0 0 ~  concentrated),  and 
their  equilibration was facilitated  with  gentle  agitation for approxi- 
mately 1 min. Longer incubation did not  cause  any  further difference 
in  the CD spectra.  Mean residue  ellipticities were calculated  based 
on a mean residue  molecular mass of 110  kDa. The CD spectra were 
analyzed by the  method of Provencher  (25,26) as a linear  combination 
of  the  CD  spectra (from 195 to 240 nm) of 16 proteins whose secondary 
structures  are known  from  x-ray  crystallography. Secondary  structure 
of  hsp90  was  also estimated by the predictive methods of Chou and 
Fasman  (27)  and  Gamier  et al. (28)  using  the  amino acid  sequence of 
murine hsp90 (29). 

Fourier Transform Infrared Spectroscopy-Fourier transform  in- 
frared  (FT-IR)  spectra were recorded on a  Nicolet 170% spectrom- 
eter  (MCT  detector,  Ge/KBr beam splitter)  using a demountable cell 
with a spacing of -50 pm. For  each  spectrum, 1024 interferograms 
were averaged and Fourier transformed  to yield FT-IR  spectra  with 
a resolution of 4 cm". The spectrum of the buffered D20 medium 
was digitally subtracted,  and  absorptions  due  to  water  vapor were 
removed in  the  same  manner.  In  order  to  separate  instrumentally 
unresolvable infrared  band  contours,  Fourier self-deconvolution  was 
applied  to  the  spectra  using  15 cm" bandwidth  and a  resolution 
enhancement  factor of  2.0. 

Fluorescence Measurements-Fluorescence measurements were 
carried  out  in a Perkin-Elmer  Cetus  Instruments LS 50 spectrofluo- 
rometer a t  37 "C. The  tryptophan fluorescence of hsp90 was measured 
by using an  excitation wavelength of 295 nm  and  an emission wave- 
length of 330 nm,  with  5-nm  slit widths. Samples were measured  in 
1-cm  rectangular  quartz  cuvettes  in 2 ml of 100 mM Tris.HC1, pH 
7.4, a t  a protein  concentration of 0.1 mg/ml.  Fluorescence  values are 
expressed as percentage of total hsp90  fluorescence obtained  after 
subtracting  the background  light intensity  measured  with  the  Tris 
buffer  alone. Changes of tryptophan fluorescence  have  been corrected 
to  the absorption of various  ligands a t  295 and 330 nm using the 
formula, 

oe (Eq. 1) 

where I and Io are  light  intensities  after  and before the  addition of 
the  appropriate ligands,  respectively;  d is 0.5 cm; and E, and E2 are 
the  absorbances of the ligands a t  295 and 330 nm, respectively. The 
necessary  correction of fluorescence data was  never  higher than 0.1% 
of the  total fluorescence. 

Binding of hsp90 to  Phenyl-Sepharose-Binding of hsp90 to 
phenyl-Sepharose was determined according to  Yamamoto  et al. (30). 
25 pg of purified rat liver hsp90 in 60 pl  of binding buffer containing 
50 mM Hepes pH 7.4, 0.1 M NaCl, 0.2 mM dithiothreitol, 10 mM 

I = I 4% + Ed12 

CaCl,, k2.5 mM A T P  and various concentrations of ethylene glycol 
were added  to a  30-pl suspension of phenyl-Sepharose gel equilibrated 
with  the  same buffer. Samples were incubated a t  10 "C for 12 min. 
The suspension was centrifuged a t  6000 rpm for 1 min, and  the 
supernatant was analyzed  by SDS-PAGE  (21).  The  amount of  hsp9O 
was quantitated by densitometry of Coomassie Blue-stained gels on 
a Pharmacia  Ultroscan  XL laser densitometer  using a standard curve 
of known amounts of hsp90. 

Limited Proteolysis of hsp90"Tryptic digestion pattern of  hsp9O 
was  analyzed after Lees-Miller and  Anderson (31). 15  pg of hsp90 
was incubated  with 0.1 pg of TPCK-treated  trypsin  in  the  presence 
of  20 mM Hepes pH 7.4,0.15 M NaC1,l mM EDTA, 6 mM MgC12,  5% 
(v/v) glycerol, 1 mM dithiothreitol,  k2.5 mM ATP  at  37 "C for the 
times indicated.  Digestion was stopped by the  addition of 10 pg of 
trypsin  inhibitor,  and  the  tryptic  fragments were visualized by SDS- 
PAGE (21). 

RESULTS 

Effect of ATP on the  Circular  Dichroism of hsp9O"CD 
spectrum of hsp90 showed an ellipticity maximum below 195 
nm  and two  negative bands at 210 and 220 nm (Fig. 1). In  the 
200-270-nm range,  the  CD  spectrum of hsp90  in 50 mM Hepes 
pH 7.4 was not significantly different from that measured in 
solutions  with a strongly  decreased  buffer concentration  (data 
not  shown). Comparison of CD  spectra a t  various  buffer 
concentrations revealed that  due  to  the  intensive  absorbance 
of the  Hepes buffer there  is a +20% error  in  the  magnitude 
and  position of the positive band of the  spectra below 195 
nm. 

While the  addition of  MgC12 and  ATP  at  final  concentra- 
tions of 10  and 0.5 mM, respectively,  caused  only  slight 
changes  in  the  shape of the  spectrum,  the effect of Ca-ATP 
was significant, giving rise to  one single  negative band  at 219 
nm (Fig. 1). Thus ATP induced  a  positive contribution  to  the 
overall  ellipticity of  hsp9O in  the region of  195-220 nm. 
Control  experiments showed no  significant  change  in  the CD 
spectrum of hsp90 if  MgC12 or CaC12 was added  alone. Ca- 
ATPyS induced changes  similar  to  those of Ca-ATP in the 
CD  spectrum of hsp90 (data  not  shown);  thus  the change  in 
CD spectrum does not require the  autophosphorylation of 
hsp90. 

The  analysis of CD  spectra of hsp90 gave an average  com- 
position of 36% a-helix  and 46% p-structure  (Table  I).  The 
relative contribution of p-structure  increased  to 65% after 
ATP addition,  whereas  the  a-helical  content was essentially 
unchanged. Comparison of our experimental  data with those 

L ~. .~ -~ . . . .  ~~ .~ 

200 210 220 230 240 
Wavelength (nrn) 

FIG. 1. Effect of ATP on the circular dichroism  of hspQO. 
Circular  dichroism spectra of hsp90 were recorded in  the absence 
(solid line)  or  presence of 0.5 mM ATP  and 10 mM CaC12 (alternating 
dots and  dashes)  or  10 mM MgCL (dashed line) as described under 
"Materials  and Methods." Spectra  are  representatives of three  sepa- 
rate  experiments. 
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TABLE I 
Secondary  structure of hsp90 

Calculation of secondary structure from CD spectra  and  its  predic- 
tion from the  primary  structure of murine hsp90 (29) was done  as 
described  under  “Materials and Methods.” The  numbers  in  parenthe- 
ses  denote  the  corresponding references. 

Contribution  to 
secondary structure 

a-Helix &Structure 
% 96 

hsp90 36 46 
i ATP 33  65 

hsp7O (48) 40 40 

Chou-Fasman  method  (27) 37 26 
Garnier  method  (28) 59 16 
Chicken  hsp90 (65) 58 11 

Experimental  data 

Predicted values 

Molybdate  and  vanadate  are known to stabilize the  steroid 
receptor-hsp90 complex (33,  34). Since  both  ions  are  transi- 
tion  state  analogs of phosphate (35,  36) and since  hsp90 has 
an  ATP-binding  site (13), we wanted  to  examine  whether 
molybdate  and  vanadate  modulate  the  binding of ATP  to 
hsp90. Indeed,  both  anions  inhibited  the  affinity labeling of 
hsp90 by azido-ATP (Fig. 3). Molybdate had a half-maximal 
effect around 0.5 mM, whereas  vanadate was more  efficient, 
having  an ED50 around 50 p~ (Fig. 3). 

After  verifying that molybdate and  vanadate  are good in- 
hibitors of ATP  binding  to hsp90, we analyzed whether  these 
anions  induced  any  change  in  the secondary structure of the 
protein by examining  the  CD  spectra of hsp90  in the absence 
and  presence of molybdate and  vanadate.  Vanadate induced 
a similar  change  in  the  CD  spectrum of hsp90 similar  to  that 
induced by Ca-ATP  or  heat  treatment (cf. Figs. 1, 2, and 4). 
The effect of molybdate at  10 mM final  concentration was 
similar to that of 0.1 mM vanadate,  whereas 0.5 mM molybdate 
did  not induce any  significant  changes  in  the CD spectrum of 

-2.0 + , : _ _ _ ~ ~ _  
200 210 220 230 240 

Wavelength (nm) 
FIG. 2. Effect of heat treatment on the circular dichroism 

of hspSO. hsp90 was subjected to  heat  treatment by incubating  in 
50 mM Hepes buffer pH 7.4 a t  56 “C for 15  min  and cooling to room 
temperature  within 3 min. Circular  dichroism  spectra of hsp90 were 
recorded  before (solid  line), immediately after (alternating  dots and 
dashes), and  60 min after (dashed  line) the  heat  treatment  as  de- 
scribed  under  “Materials  and Methods.” Spectra  are  representatives 
of three  separate  experiments. 

of  hsp70 and with the  predicted  secondary  structure of hsp90 
revealed a similar  a-helical  content  and a slightly  higher 
amount of p-structures.  The difference in  the  amount of (3- 
structures may arise  both from the  uncertainties of the  deter- 
minations/predictions  and from a possible thermodynamical 
unstability of hsp90,  a  molecular chaperone  putatively  in- 
volved in  the unfolding/refolding of other  proteins. 

Effect of Temperature Change on  the Circular  Dichroism of 
hsp90”Since hsp90 is a heat  shock  protein  and  it  displays 
temperature-induced  changes  in  its hydrophobicity and self- 
aggregation around 40-45 “C (30,  32), we examined  whether 
the elevation of the  temperature  resulted  in  any  change  in  the 
CD  spectrum of the  protein. To  avoid the  distortion of the 
cells  due to  temperature differences,  hsp90 was heated  at 
56 “C for 15 min in separate  Eppendorf  tubes,  and  the  samples 
were rapidly cooled to room temperature before analysis.  Heat 
treatment of hsp90  induced changes  in  its  CD  spectrum 
similar  to  those observed after  the  addition of Ca-ATP (cf. 
Figs. 1 and 2). The effect  was at  least  partially reversible since 
leaving the  samples  at room temperature for 60 min  partially 
restored  the original,  double-lobed  negative peak at 210 and 
220 nm (Fig. 2). 

Effect of Vanadate and Molybdate on  the  Binding of Azido- 
A T P  to hsp90 and on the CD Spectrum of the  Protein- 

\ Vanadate 

Molybdate 

0.. 

._ 3 .  

,I , - 
O 0.01 0.1 1 10 

Concentration (mM) 
FIG. 3. Effect of vanadate and molybdate on azido-ATP 

binding to hsp9O. 5 pg of hsp90  was  labeled with 4 p~ azido- 
[w3*P]ATP  in  the  presence of 10 mM CaCl? and various concentra- 
tions of sodium molybdate (open  circles) and sodium vanadate (filled 
circles) by illuminating  with UV light  for  5  min a t  4 “C as described 
under  “Materials  and  Methods.”  Samples were subjected to  SDS- 
PAGE and  autoradiography.  The  amount of bound  azido-ATP was 
calculated by densitometric  analysis of the hsp90 band  in  autoradi- 
ograms  with or without  vanadate  or molybdate. Data  are  means of 
two  separate  experiments. 

200  210 220 230  240 
Wavelength (nm) 

FIG. 4. Effect of vanadate on the circular dichroism of 
hspSO. Circular  dichroism  spectra of hsp90 were recorded in  the 
absence (solid  line) or presence of 0.1 mM sodium vanadate (dashed 
line) as described under  “Materials  and  Methods.”  Spectra  are rep- 
resentatives of three  separate  experiments. 
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hsp90 (data  not  shown).  In  the  experiments  with  vanadate, 
attention was  paid to avoid even a transient acidification of 
the samples  that would cause the  accumulation of the  kinet- 
ically stable  decavanadate species distorting  the CD measure- 
ments due to  its high absorbance  (bright yellow color; Ref. 
37). 

Effect of ATP on the  Fourier  Transform  Infrared  Spectrum 
of hsp90"The high absorbance of water  in the  amide I region 
hides  the  subtle differences of FT-IR  spectra induced by 
conformational  changes  in  the  protein backbone. Therefore, 
we  analyzed the  Fourier  transform  infrared  spectrum of hsp90 
in DzO. hsp90  displayed  a similar  autophosphorylation  pat- 
tern in the  presence of Ca2+, M e ,  and Mg2f + histone H1  in 
DzO medium and  in H20 indicating  that  deuteration  is  un- 
likely to cause  significant  changes  in  the  ATP-related  func- 
tioning of hsp90 (data  not  shown).  The  interpretation of 
spectral  changes in the  amide I1 band  is difficult in  D20,  since 
the  extent of hydrogen to  deuterium exchange varies  with  the 
residual  amount of water  in  different  samples  inducing larger 
absorbance differences in  this  section of the  spectrum  than 
in  the amide  I region. Therefore,  the  analysis was restricted 
to  the amide  I band  in  these samples. In Fig. 5, the  amide I 
band of the  FT-IR  spectrum of hsp90 is shown  before and 
after  the  addition of Ca-ATP  (dashed lines in  panels A and 
B, respectively). The solid lines represent  the  same  FT-IR 
spectra  after  Fourier deconvolution  using  a bandwidth of 15 
cm" and a  resolution enhancement  factor of 2.0. Addition of 
ATP induces  a significant increase at 1625-1627 cm" and 

A 

Wavenurnber (crn") 
FIG. 5 .  Effect of ATP on  the  Fourier  transform infrared 

spectrum of hsp90. Rat liver hsp90 was equilibrated with a  Hepes- 
buffered solution of DzO by repeated cycles of dilution/concentration 
using a Centricon 30 concentrator.  FT-IR  spectra of  hsp9O were 
recorded in the absence (panel A )  and presence (panel B )  of 0.5 mM 
ATP and 5 mM CaC12 as described under  "Materials and Methods." 
Solid lines represent the same FT-IR  spectra  after Fourier deconvo- 
lution using 15 cm" bandwidth and a  resolution-enhancing  factor of 
2.0. Arrows indicate  changes  in the spectrum  after  addition of ATP. 
Vertical  bar denotes an absorbance of 0.1. Spectra  are representatives 
of three  separate experiments. 

several  less pronounced  changes at 1660,1670,1680, and 1695 
cm-'. In  control  experiments,  the  addition of CaCIZ alone  did 
not  induce  any  significant  changes  in  the  FT-IR  spectrum of 
hsp9O (data  not  shown). 

Effect of ATP on the  Tryptophan Fluorescence of hsp90- 
Murine hsp90 contains 4 tryptophan  and 23 tyrosine residues 
(29).  At the 295/330 excitation/emission wavelength pair, 
however, the only significant  contribution  to  the  intrinsic 
fluorescence  comes  from the  tryptophan residues  (38). Since 
tryptophan fluorescence is a sensitive  marker of the confor- 
mational  changes of proteins  (38), we examined  whether ATP 
induces any  change  in  this  property of  hsp9O. Indeed, addition 
of ATP resulted  in a  large  decrease in  the  intrinsic fluores- 
cence of hsp90  similarly to  that of the  DnaK  protein (Fig. 6, 
panel A, trace a; Ref. 18). The ATP-induced decrease in 
tryptophan fluorescence  could be repeatedly  observed after 
several cycles of dialysis and  ATP  readdition  (data  not 
shown).  The  change of tryptophan fluorescence was almost 
identical if  we used  the nonhydrolyzable ATP analog, ATP-yS 
(Fig. 6, panel A, trace b ) .  ATP induces  a similar decrease  in 
tryptophan fluorescence at a final  ATP  concentration of  2.5 
mM in  the  absence  or  presence of  CaC12 or MgClz (Table 11). 
At lower ATP  concentrations, however, the  change in tryp- 
tophan fluorescence  depended on  the accompanying divalent 
cation  with  an  apparent K d  of 1.1 or 0.2 mM ATP in the 
presence of MgClz or CaC12, respectively  (Fig. 6, panel B ) .  

Effect of ATP on the Hydrophobicity of hsp9O"ATP in- 
duced a small  but  significant (p < 0.1) increase  in  the  binding 
of hsp90 to  phenyl-Sepharose (Fig. 7). The  ATP-induced 
differences  increased  with increasing  concentration of ethyl- 
ene glycol, a  known modulator of interactions between hsp9O 
and  phenyl-Sepharose  (30).  In  control  experiments,  ATP  did 
not cause any  significant  change  in  binding of bovine serum 
albumin  to  phenyl-Sepharose  (data  not  shown).  In  contrast 
to  these  results,  ATP  diminished  the  binding of hsp90 to 
DNA-cellulose and cellulose.' 

ATP-induced Changes in  the Tryptic Digestion Pattern of 
hsp90-Since ATP induces significant  changes  in  the  tryptic 
digestion pattern of grp78 (16)  and  DnaK  (17), we examined 
if there was any  change in the  limited proteolysis of hsp90 
after  ATP addition. In  the  absence of ATP,  trypsin  (4 pg/ml) 
produced a rapid proteolysis of hsp90 to  fragments of 68-20 
kDa. In  the  presence of ATP, hsp90  was  less  susceptible to 
tryptic digestion than in its  absence (Fig. 8). Besides an  ATP- 
induced increase  in  the  amount of uncleaved  hsp90, at  later 
time  points of tryptic digestion there was also an increase in 
the  amount of peptide  fragments c and d in  the  presence of 
ATP compared with control  samples (Fig. 8). These  latter 
changes may  reflect  a local protection of ATP  around  its 
binding  site, which is located in  tryptic  fragments c and d (cf. 
Refs. 13, 29, and  31). 

DISCUSSION 

The  90-kDa  heat  shock  protein (hsp90) is  present  in  most, 
if not  all,  prokaryotic  and  eukaryotic cells and may constitute 
up  to 1-2%  of the  total cytosolic protein  (4). hsp90 is associ- 
ated with steroid receptors,  hsp70,  hsp56/59, actin,  tubulin, 
and  other  yet  unidentified  proteins  with molecular  masses of 
188,63,  and 50 kDa  (7,8,11,  12,39-42)  and forms  complexes 
with a number of protein  kinases  such  as casein kinase 11, 
double-stranded  DNA-activated  protein kinase,  heme-regu- 
lated  initiation  factor-2  kinase,  protein  kinase C, and various 
tyrosine  kinases  (4,  9, 10, 43-47). Conformational  changes of 
the  90-kDa  heat  shock  protein may significantly  influence its 

T. Schnaider and P. Csermely, unpublished  observations. 
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A 

Time 

ATP concentration (mM) 
FIG. 6. Effect of  ATP  and ATPyS on the tryptophan fluorescence of hsp90. The intrinsic fluorescence of  hsp9O  was measured as 

described under “Materials and Methods.” Panel A, fluorescence traces of hsp90 recorded in the presence of 5 mM CaCI,. At  the arrow, ATP 
or ATPrS was added at  a final concentration of 2.5 mM in curue a and b, respectively. Traces are representatives of  five separate experiments. 
Panel R, hsp90 tryptophan fluorescence as a function of ATP concentration in the presence of 5 mM  MgC12 (open  circles) or CaC12 (filled 
circles). Data represent means of two experiments. 

TABLE I1 
Changes of the  tryptopha fluorescence of h p 9 0  

Tryptophan fluorescence of hsp90 was measured as described under 
“Materials and Methods.” The final concentrations of ATP or MgC12 
and CaC12  were 2.5 or 5 mM, respectively. Data  are means -C S.D. of 
five separate experiments. 

Added  compound Fluorescence  decrease 
at 295/330 nm 

% 
ATP 11.6 k 1.9 

Ca-ATP 12.8 f 0.7 
Mg-ATP 12.1 f 1.3 

I I 

0 1 0 2 Q 3 0 4 0 5 0  
Ethylene glycol concentration (%) 

FIG. 7. Effect of ATP on binding of hsp9O to phenyl-Seph- 
arose. Binding of hsp90 to phenyl-Sepharose was studied in the 
presence of ethylene glycol a t  concentrations indicated as described 
under  “Materials and Methods.” Open and filled circles represent data 
points in the presence or absence, respectively, of ATP at  a final 
concentration of 2.5 mM. Data are means k S.D. of three separate 
experiments. Control values (0% ethylene glycol) represent means f 
S.D. of seven experiments. 

interaction with the  proteins mentioned above. In  our earlier 
studies we demonstrated that hsp90 has  an  ATP-binding  site 
and is able to phosphorylate itself (13). In  the  present paper 
we report that  ATP is  inducing  significant  changes  in the 
secondary/tertiary structure of hsp90. 

The CD spectrum of hsp90 shows a  great  similarity  with 
the CD spectrum of the closely related hsp70 (19, 48). The 
ATP-induced overall spectral  change  reflects an  enrichment 

- ATP + ATP 
kDa ~ I ”” ’ I 

97- I 66 ~~ 

’ ~ hsp-90 

~- a 

b 

45 ~ 

C 

$ L” . “ 2  ‘ 
trypsin 
(minute) 3 5 10 15 20 3 5 10 15 20 

FIG. 8. Effect of ATP on the tryptic digestion pattern  of 
hsp90. Limited proteolysis of rat liver hsp90  was performed in the 
absence or presence of ATP at a final concentration of 2.5 mM as 
described under “Materials  and Methods.” The tryptic digestion was 
stopped after the times indicated, and  the samples were subjected to 
SDS-PAGE. The letters a-f denote tryptic fragments of hsp90 iden- 
tified by Lees-Miller and Anderson (31). The Coomassie Blue-stained 
gel is a representative of five separate experiments. 

OPEN CLOSED 

ATP 

heat-shock 
c 

Cold-Shock 

hydrophilic  hydrophobic 

FIG. 9. ATP-  and  temperature-induced  conformational 
changes of hsp90. The figure summarizes our present view about 
the shift of hsp90 from an open to a closed conformation after ATP 
addition or change in temperature. See details in  text. 

in  &structures (49) similar to  the changes  in the 1630-1620 
and 1695-1660  cm” regions of the  FT-IR spectrum of hsp90 
(50). Mg-ATP  induces  smaller changes in the CD spectrum 
of hsp90 than  Ca-ATP.  This difference may simply reflect 
that  the 0.5 mM Mg-ATP used in  these  experiments was not 
enough to  saturate hsp90, since tryptophan fluorescence data 
revealed that Mg-ATP has  an approximately 5-fold higher 
apparent Kd than Ca-ATP.  Unfortunately, the high UV ab- 
sorbance of ATP did not permit the direct analysis of this 
assumption. 
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Heat  treatment induces  a conformational  change of hsp9O 
similar  to  the effect of ATP.  The CD spectrum of hsp90 
displays  almost  identical  changes  with  the  CD  spectrum of 
hsp70  after  heat  treatment  (19).  Palleros et al. (19) reported 
that  the  heat-induced  conformational  change of  hsp7O paral- 
lels with its oligomerization.  hsp90 is  also known to  form 
oligomers at  higher temperatures  (32). However, the oligo- 
merization of hsp90 is strongly detergent-dependent  (32), so 
it is not likely that oligomerization  occurred in  our  detergent- 
free samples. This may explain why the  temperature-induced 
changes  in hsp90 conformation proved to be reversible in 
contrast  to  those  reported for  hsp70 (19).  Interestingly,  the 
temperature-induced  conformational  change of DnaK,  the 
Escherichia coli hsp70 homologue, is also reversible and does 
not  result in an oligomerization of the  protein  similar  to hsp90 
(18). Our  results  that  the  ATP-induced decrease in  trypto- 
phan fluorescence of hsp90  could be repeatedly  observed after 
several cycles of dialysis and  ATP  readdition suggest that 
ATP also  induces  a  reversible change  in  the  conformation of 
hsp9O. The reversal of the  ATP-induced  conformational 
change of  hsp9O may also  require the  presence of other  pro- 
teins. 

The  FT-IR  spectrum of  hsp9O shows a significant  increase 
of the  band  at 1625-1627 cm" after  the  addition of ATP. 
This region is characteristic of interchain  interaction of (3- 
pleated or extended peptide chains  (50), which  seem to  in- 
crease  in hsp9O after  binding of ATP.  Ethylene glycol affects 
the binding of hsp90 to  phenyl-Sepharose much  less in  the 
presence  than in the absence of ATP. Finally, ATP  renders 
hsp90 less  susceptible to  tryptic digestion. These  results may 
all reflect the fact that  ATP induces a tighter folding,  a change 
from open to closed conformation of hsp90. This  conforma- 
tional change is analogous  with the "closure" of grp78 (BiP, 
the immunoglobulin heavy chain  binding  protein), hexoki- 
nase,  and phosphoglycerokinase after  addition of ATP (16, 
51, 52). Interestingly,  these  proteins,  together  with  the  nu- 
cleotide-binding  domain of  hsp7O and  actin,  all have  a  bilob- 
ular, hinge-type three-dimensional  structure, which is similar 
to  the  structure of hsp90 (11, 51-54). Hydrolysis of ATP 
induces  an opposite, closed + open  conformational  change of 
the E. coli hsp7O homolog, DnaK (18), which may be  the 
reversal of the closure of hsp90  inducible by both ATP  and 
the nonhydrolyzable ATP analog, ATPTS. 

Fig. 9 summarizes  the  properties of the  putative  open  and 
closed conformations of hsp90. Tryptic digestion and  FT-IR 
data  support  the  induction of a closed conformation by ATP. 
hsp9O is more  hydrophobic in  this  conformation as revealed 
by  its increased  association with  phenyl-Sepharose  and  its 
decreased binding  to cellulose. CD  data show that  the closed 
conformation of hsp90 can  be induced  by heating  the  protein 
t o  56 "C. The  results of Yamamoto et al. (30) showing that 
hsp90 is indeed  more  hydrophobic at  this  extreme  temperature 
fit well to  the  properties of the two  hsp90 conformations 
detailed above. 

Vanadate  and molybdate  also  induce an  enrichment of the 
secondary  structure of hsp90 in  P-strands. The effect is similar 
to  the  ATP-induced  conformational change. Both  anions 
inhibit  the  binding of azido-ATP  to hsp90,  which  suggests  a 
common  mechanism of the observed changes  in  secondary 
structure. Molybdate and  vanadate  are  potent  stabilizers of 
the steroid  receptor-hsp90 complex (33, 34).  Their efficiency 
in stabilizing the  untransformed  steroid  receptors  parallels 
their  half-maximal  concentration  in  inhibiting  the  binding of 
azido-ATP  to hsp90 and  in  inducing a conformational  change 
of the  90-kDa  heat shock protein,  and in both  cases  vanadate 
is more potent  than molybdate. Though  the effects of molyb- 

date  on  steroid  receptors  are  attributed  to  its  inhibitory  action 
on various phosphatases,  to a  possible competition of molyb- 
date  for a  nucleotide binding  site  on  steroid receptors, and/or 
to complex formation between  molybdate and SH groups of 
steroid  receptors (33, 34, 55, 56),  our findings  raise the pos- 
sibility that  an  interaction of molybdate and hsp90 may also 
play  a  role  in the molybdate-induced stabilization of the 
nontransformed  steroid receptor complex. 

The effects of ATP  on  steroid  receptors  are more complex. 
On  the  one  hand,  ATP is known to  increase the  steroid 
binding  capacity of the  steroid receptor  ("activation") (39,40, 
55, 57);  on  the  other  hand,  ATP also  induces the dissociation 
of the  steroid receptor-hsp90-hsp70-hsp56/59 complex "trans- 
forming'' the  steroid  receptor,  thus  enabling  it  to  bind  to  DNA 
(39, 40, 55). The  ATP-induced  conformational  change  and 
autophosphorylation of hsp90 (13) may contribute  to  these 
effects of ATP  on  steroid receptors.  A  simple mechanism 
hypothesizing a  role of hsp90 in  the molybdate- and  ATP- 
induced changes of steroid  receptors, however, cannot  be 
proposed yet, since  molybdate and  ATP have rather opposite 
effects on  steroid  receptors while they induce similar confor- 
mational  changes of hsp90. 

Proteins  related  to hsp70, such  as grp78 (BiP),  the  immu- 
noglobulin  heavy chain  binding  protein,  and  DnaK,  the hsp70 
homolog of E. coli, and hsp70  itself  require ATP for their 
function (15, 58-63). In  our previous and  present  studies we 
demonstrated  that hsp90 is similar to  these  proteins regarding 
its  nucleotide-binding  site,  autophosphorylation,  and  ATP- 
induced conformational  change (13-19, 64). This raises the 
possibility that  interactions of hsp90 with  ATP  are  impor- 
tant/necessary  elements of the heretofore elusive function of 
hsp90. 
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Addendum-After the submission of our  manuscript,  Bork et al. 
(66) gave further evidence  for the bilobular, hinge-type  structure of 
both  sugar  kinases  and  heat shock proteins,  and  Pratt  and co-workers 
(67) demonstrated  that molybdate and  vanadate also  stabilize the 
complex of hsp90 and pp60""" similar  to  the  stabilization of the 
hsp90-steroid  receptor complex. This  latter  finding raises the possi- 
bility that  hsp90 contains a binding  site for  molybdate and  vanadate, 
which is  in  agreement  with  our findings, demonstrating a competition 
of these  ions  with  ATP  and  their  ability  to induce  a similar confor- 
mational  change of hsp90  like ATP. 
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Insulin Induces the Phosphorylation of Nucleolin 
A POSSIBLE  MECHANISM OF INSULIN-INDUCED  RNA  EFFLUX  FROM  NUCLEI* 

(Received  for publication,  July 6, 1992, and  in revised  form,  December 3, 1993) 
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Insulin  induces  the  serine  phosphorylation of the 
nucleolar  protein  nucleolin at subnanomolar concen- 
trations  in  differentiated  3T3-442A cells. The  stimu- 
lation  is  biphasic  with  phosphorylation  reaching a 
maximum at 10 PM insulin and  then  declining  to only 
40% of basal  levels at insulin  concentrations of 1 pM. 
These  changes are  rapid,  reaching  half-maximal  after 
4  min and maximal after 15 min of incubation.  The 
cell-permeable  casein  kinase I1 inhibitor 5,6-dichlo- 
robenzimidazole-riboside prevents  the  insulin-stimu- 
lated  phosphorylation of nucleolin  suggesting that cas- 
ein  kinase I1 may  mediate  this  effect of the hormone. 
Insulin-like  growth  factor 1 mimics the  action of in- 
sulin on dephosphorylation of nucleolin at  nanomolar 
concentrations  suggesting  that  the  latter  effect  may  be 
mediated  by  insulin-like  growth  factor 1 receptors. 
Insulin  treatment of 3T3-442A  cells  also  results in a 
stimulation of RNA efflux  from  isolated,  intact cell 
nuclei. The dose  dependence of insulin-induced  nucleo- 
lin  phosphorylation and insulin-stimulated RNA efflux 
from  intact cell  nuclei are almost  identical.  Insulin 
induces an  increase  in  the RNA efflux at subnanomolar 
concentrations  in  3T3-442A  adipocytes,  while  high 
(micromolar)  concentrations of insulin  inhibited the 
efflux of RNA. These data  indicate  that  insulin  regu- 
lates  the phosphorylation/dephosphorylation of nucleo- 
lin, possibly via  stimulation of casein  kinase 11, and 
this  may  play a role  in  regulation of the RNA efflux 
from nuclei. 

Binding of insulin  to  its  receptors  in  the  plasma  membrane 
induces a wide variety of cellular responses including short 
term  changes  in cellular metabolism  and long term growth 
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effects  involving enhanced nuclear activity (1, 2). In  spite of 
our rapidly increasing knowledge about  the effects of insulin 
on  the  plasma  membrane  and cytosolic  enzymes, the various 
mechanisms  mediating insulin’s  nuclear function  are less 
clear. Insulin  alters  the  transcription  rate of a number of 
genes (reviewed in Ref. 3)  and  has been  shown to increase 
transport of proteins  and  RNA from  nucleus to cytosol (4, 5 ) .  
Some of the  insulin-induced  protein  kinases  and  phospha- 
tases,  such  as casein kinase I1 and  protein  phosphatase 1, 
have been localized in the nucleus (6, 7), although a role of 
insulin in  regulation of these nuclear  enzymes is lacking. 
There  is also  a growing, but  still very much  incomplete, 
number of nuclear proteins,  such  as  lamins  and  numatrin 
(B23) (8, 9)’ which  have  been  shown to  change  their  phos- 
phorylation  status  after  the  addition of insulin. 

In our recent  studies we have  identified and  partially  char- 
acterized  several  nuclear proteins which are able to  bind  to 
DNA  and whose phosphorylation  changes upon insulin  stim- 
ulation.  Four of the  proteins were immunologically related  to 
lamins while the  identity of the  others is not known yet.’ One 
of the  DNA-binding  phosphoproteins,  migrating  at 94 kDa, 
was dephosphorylated  after  the  addition of high (micromolar) 
concentrations of insulin. Nucleolin  (C23) is an  abundant 
nucleolar phosphoprotein which is thought  to be involved in 
the  synthesis, processing, and  transport of preribosomal RNA 
(10-13).  Nucleolin is able to  bind  to  DNA  and migrates  from 
92-110 kDa on  SDS gels (11, 13, 14). This raised the possi- 
bility that  the  94-kDa DNA-binding phosphoprotein observed 
in  the previous experiments was related  to nucleolin, and 
therefore,  that  insulin may induce changes in the  phosphoryl- 
ation of this  protein.  In  the  present  report we have evaluated 
the effects of insulin  on  the  phosphorylation of nucleolin and 
its  relationship  to  insulin-induced  changes in  ribosomal  RNA 
transport. 

MATERIALS  AND  METHODS 

Chemicals-Cell culture media were obtained from  GIBCO. Pork 
insulin was purchased from Elanco  Products Co. (Indianapolis,  IN). 
Insulin-like growth factor 1 (IGF-l)* was from Eli Lilly Co. The 
chemicals  used  for  polyacrylamide gel electrophoresis were from Bio- 
Rad.  RNase  was from  Boehringer Mannheim.  ~-1-Tosyl-amido-2- 
phenylethyl  chloromethyl  ketone-trypsin was obtained from Wor- 
thington Biochemical Co. (Freehold, NJ).  Protein-A acrylamide 
beads,  constant boiling  6 N HC1, and  Triton X-100 were obtained 
from  Pierce Chemical Co. [”PIPO, (carrier  free)  and  [”]uridine 
were from Du  Pont-New  England Nuclear. Rabbit  anti-nucleolin 

P.  Csermely and C. R.  Kahn,  manuscript  in  preparation. 
* The abbreviations used  are:  IGF-1, insulin-like growth factor 1; 

DRB, 5,6-dichlorobenzimidazole-riboside; dsDNA,  double-stranded 
DNA  DTT, dithiothreitol;  PAGE, polyacrylamide gel electrophore- 
sis. 
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serum was produced as described by Olson et al. (15). Rabbit 7 -  
globulin was a product of Jackson Immunolaboratories (West Grove, 
PA). Nitrocellulose filters (0.45 pm) were purchased from Schleicher 
& Schuell. All the other chemicals used were from Sigma. 

Culture and Differentiation of  3T3-442A Cells-NIH-3T3-442A 
cells were  grown in Dulbecco's modified Eagle's medium with 10% 
calf serum in 5% humidified CO, atmosphere. Cells were differen- 
tiated  in 10% COP in Dulbecco's  modified  Eagle's medium supple- 
mented with 10% fetal calf serum for 12 days or so otherwise indi- 
cated. The differentiation was accelerated by the addition of 5 pg/ml 
insulin for the  first 8 days. By the  end of this period, 90-95%  of the 
cells acquired a  characteristic adipocyte morphology accumulating a 
large number of lipid droplets. Insulin was  removed from the culture 
media during the last  4 days of culture  in an effort to enhance any 
insulin-induced nuclear signals. 

32P Labeling of  3T3-442A Cells-cells  were serum starved for 18 
h,  then the cell culture medium was changed to phosphate-free 
Dulbecco's  modified Eagle's medium, and cells were incubated with 
0.3 mCi/ml [32P]phosphate for 2 h. After the addition of insulin or 
other  stimulants at concentrations specified in the individual exper- 
iments, the medium  was removed, and  the cells were scraped to  an 
isolation buffer containing 20 mM HEPES, 1 mM ATP,  5 mM MgCI,, 
25 mM KC1, 2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.1 mg/ml apro- 
tinin, 50  pg/ml leupeptin, 1 mM sodium vanadate, 1 mM sodium 
molybdate, 10 mM @-glycerophosphate, 5 mM sodium pyrophosphate, 
0.25 M sucrose, pH 7.4. In agreement with previous findings (16), 
preliminary experiments showed that  the addition of leupeptin to  the 
isolation buffer was necessary to prevent the excessive proteolysis of 
nucleolin. 

Cells were disrupted by the method of  Lee et al. (17) passing them 
four to five times through a  1-ml tuberculin-syringe with a micro- 
fine-IV needle. Cell nuclei were isolated by the method of Blobel and 
Potter (18). Samples were centrifuged at  3,000 x g for 15 min at 4 "C, 
and  the  supernatants were transferred to Eppendorf tubes. Fat was 
wiped from the walls of the centrifuge tubes with cotton-tipped 
applicators, pellets were resuspended in 1 ml  of isolation buffer, and 
2 ml  of isolation buffer supplemented with 1.6 M sucrose was layered 
under them. After a centrifugation at 100,000 X g for 35 min at 4 "C 
nuclei were resuspended in 0.5 ml  of isolation buffer. The nuclear 
preparation was  90-95% pure, and  the nuclei were  more than 95% 
intact  as judged by marker enzyme analysis and electronmicrography 
(data not shown). 

Immunoprecipitations-Proteins were extracted from aliquots of 
both intact 32P-labeled cell nuclei and  the postnuclear supernatant 
by addition of  400 units of DNase I,  500 units of RNase, 0.6 M NaC1, 
and 0.5% (v/v) Triton X-100. The extracts were precleared by the 
simultaneous addition of 0.1  mg  of rabbit y-globulin and 50  pl of 
protein A-beads. Samples were rotated overnight at 4 "C, centrifuged 
in  a microfuge, and  the protein  concentration of the  supernatants 
was determined according to Bradford (19). Anti-nucleolin serum (5 
pg) was added to aIiquots of protein  extracts  containing 0.5  mg  of 
protein, and  the samples were incubated overnight at 4 "C. The 
immunocomplexes were adsorbed to 30  pl of protein A-beads by  slow 
mixing for 2 h at 4 "C. Immunoprecipitates were washed successively 
with 1 ml each of buffers containing 50 mM HEPES,  pH 7.4, supple- 
mented with 0.1% (w/v) SDS, 1% (v/v)  Triton X-100, and 0.1% (v/ 
v)  Triton X-100, respectively. The final pellets were eluted with 
Laemmli buffer (20) containing 100 mM DTT. Samples were  boiled 
for 3 min, centrifuged in a microfuge, and  the  supernatants were 
analyzed by SDS-PAGE and autoradiography. The results were quan- 
tified by a Molecular Dynamics (Sunnyvale, CA)  300A computing 
densitometer. The level of significance, P. was determined using the - 
Student's  t  test. 

_ .  

Purification of Double-stranded DNA-bindine Proteins-DNA-cel- 
lulose chromatdgraphy was performed as described by Alberts and 
Herrick (21). Briefly, the protein  concentration of 3ZP-labeled cell 
nuclei was determined according to Bradford (19). Nuclear proteins 
were then  extracted from aliquots of nuclei containing 0.5 mg of 
protein each by addition of 0.6 M NaCl and 0.5% Triton X-100. 
Samples were rotated for 2  h at 4 "C, centrifuged in a microfuge, and 
the  supernatants were  removed and diluted 10 times with a buffer 
containing 10 mM HEPES, pH 7.4, 0.1% Triton X-100, and 10% 
glycerol. Approximately 20  mg  of double-stranded DNA-cellulose 
(dsDNA-cellulose) was added, and samples were rotated for 4  h at 
4 "C. After washing two times with 1 ml  of the same HEPES/Triton/ 
glycerol buffer, 30  pl of Laemmli sample buffer with 100 mM DTT 
(19) was added to each sample, and  the samples were analyzed with 
SDS-PAGE and autoradiography. 

Phosphoamino Acid Analysis-Phosphoamino acid analysis was 
carried out by the method of Cooper et al. (22). The 94-kDa nucleolin 
phosphoprotein band was excised from the polyacrylamide gel, soaked 
in 20% methanol, digested with the addition of 2 X 100 pg of TPCK- 
trypsin in 50 mM ammonium carbonate for 24 h at 37 "C. The tryptic 
digest was lyophilized and hydrolyzed in  constant boiling 6 N HCl at 
110 "C for 70 min. The hydrolysates were  washed with 2 X 1 ml of 
distilled water and subjected to electrophoresis on thin layer chro- 
matography plates at  pH 3.5. Plates were dried, stained with ninhy- 
drin, and analyzed by autoradiography. 

Measurement of RNA Efflux from Isolated Nuclei-Release of RNA 
was measured according to  the method of Agutter et al. (23). After 
differentiation,  serum-starved 3T3-442A cells were incubated with 
10 pCi/ml [3H]uridine for 30 min. In  the last 15 min of incubation, 
insulin was added to  the dishes at various final concentrations. Cell 
nuclei  were isolated as described above with the only difference that 
ATP was not included in the isolation buffer. After ultracentrifuga- 
tion nuclei were suspended in 0.5 ml  of RNA buffer containing 50 
mM HEPES, pH 7.4,  25 mM KCl, 5 mM spermidine, 2 mM DTT, 5 
mM MgCl,, 0.5 mM CaCl,,  0.3 mM MnCI,,  300 pg/ml yeast RNA, and 
0.25 M sucrose. The protein concentration of the samples was deter- 
mined according to Bradford (19). 

The release of RNA  was measured from aliquots of nuclei contain- 
ing 0.5  mg  of protein each in  a final volume of  0.25 ml of RNA buffer 
supplemented with 2.5 mM ATP. Nuclei were incubated for 15 min 
at 37 "C. Preliminary experiments showed that  the efflux of  RNA 
was linear  up to 30 min of incubation. The efflux  was terminated by 
pelleting the nuclei in a microfuge. To  the supernatants, 0.25 ml of 
50% trichloroacetic acid was added, the precipitate was centrifuged, 
and  the [3H]uridine in RNA  was measured by liquid scintillation 
counting. The level of significance, p, was determined using the 
Student's t test. 

Zmmunoblots-Non-radioactive nuclei were isolated, nucleolin was 
immunoprecipitated from aliquots of the nuclear fraction, and  the 
postnuclear supernatant  and  the immunocomplexes were purified and 
separated with SDS-PAGE as described above. The proteins were 
transferred to nitrocellulose filters according to  the method of Towbin 
(24) in a  transfer buffer containing 25 mM Tris, 0.192 M glycine, and 
20% (v/v) methanol. Filters were soaked in  a 20 mM Tris,  pH 7.4, 
0.15 M NaCI, 0.5% (v/v) Tween 20, 0.1%  bovine serum albumin 
blocking buffer for 1 h at room temperature. After overnight incuba- 
tion with a 1:200 dilution of rabbit anti-nucleolin serum at  4 "C, the 
immunocomplexes were visualized by means of peroxidase-conjugated 
anti-rabbit antibodies and subsequent treatment with 4-chloro-l- 
naphthol and H,O,. 

RESULTS 

Concentration  Dependence of Insulin-induced  Phosphoryl- 
ation and Dephosphorylation of Nucleolin-Insulin induces 
the phosphorylation of several nuclear proteins  in 3T3-442A 
cells which are able to bind to double-stranded DNA-cellulose 
(dsDNA-cellulose).',* In  the experiment shown in Fig. 1, there 
is a marked insulin-induced phosphorylation of one 48-kDa 
and four 62-66-kDa proteins. There is a  faint phosphorylation 
of a  band at 34 and 40 kDa. The phosphorylation of these 
proteins shows little  variation with the differentiation of 3T3- 
442A cells to adipocytes. Examination of the Coomassie Blue- 
stained gel reveals no identifiable abundant proteins of these 
molecular weights nor a significant change in the  amount of 
protein migrating in  these areas  after insulin addition which 
suggests that  the phenomenon observed is not simply due to 
a change in the affinity of some abundant protein toward 
dsDNA (data  not shown). In separate  experiments we ob- 
tained evidence that a  significant component of the insulin- 
induced dsDNA-binding phosphoproteins  around 62-66 kDa 
are isoforms of lamin C'. The phosphoprotein band at  40 kDa 
may correspond to  numatrin (B23) which has been recently 
identified as an insulin-induced DNA-binding phosphopro- 
tein (9, 25). 

In nuclei of non-stimulated cells which have been allowed 
to differentiate for 4-8 days, there is a phosphoprotein of 
about 94 kDa which binds to dsDNA (Fig. IA). Incubation of 
cells with insulin (1 PM) for 15 min induced a dephosphoryl- 
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FIG. 1. Insulin-induced phosphorylation of double-stranded 

DNA-binding nuclear  proteins. 3T3-442A cells were differen- 
tiated  as described under  “Materials  and Methods.” The differentia- 
tion of cells was enhanced by the  addition of 5  pg/ml insulin for times 
indicated. After  removal of insulin and  serum  starvation  and labeling 
with  [32P]phosphate for 2 h, cells corresponding to even lanes  (marked 
+) were treated with 1 p~ insulin for 15 min. “‘P-labeled nuclei were 
isolated from each  sample,  and 0.5 mg of nuclear  proteins were 
extracted with 0.6 M NaCl and 0.5% Triton X-100 (see  “Materials 
and  Methods” for details).  Protein  extracts were diluted 10 times 
with  a  buffer containing 10 mM HEPES,  pH 7.4,0.1% Triton X-100, 
and 10% glycerol. Approximately 20 mg of dsDNA-cellulose  was 
added,  and  samples were rotated for 2 h at 4  “C.  After extensive 
washing  samples were analyzed with  SDS-PAGE  and  consequent 
autoradiography.  In  the  experiment  shown  in panel B, proteins were 
eluted from  dsDNA-cellulose  with 0.6 M NaCl  and  immunoprecipi- 
tated  with  anti-nucleolin  antibodies as described under  “Materials 
and Methods.” Panel A, dsDNA-binding  nuclear  phosphoproteins; 
Panel B, dsDNA-binding  nuclear  phosphoproteins  immunoprecipi- 
tated  with  anti-nucleolin  antibodies. 

ation of this  protein.  This  phenomenon was strongly  depend- 
ent  on  the  status of differentiation of 3T3-442A cells, the 94- 
kDa protein being  more prominent  and  the  insulin effect 
more evident  in cells only  after several days of differentiation. 
Nucleolin  (C23) is  an  abundant  nuclear  phosphoprotein which 
is  able  to  bind  to  DNA  and  migrates  approximately 92-110 
kDa on  SDS gels (11, 13, 14).  When  the  dsDNA-binding 
phosphoproteins  from  the 4- and  8-day  differentiated  samples 
of Fig. lA were eluted  with 0.6 M NaCl,  immunoprecipitated 
with  anti-nucleolin  antibodies  and subjected to  SDS-PAGE, 
most of the 94-kDa phosphoprotein  band was recovered in 
the  immunoprecipitates  indicating  that  this  band  primarily 
represents  phosphorylated nucleolin  (Fig. 1B). 

Detailed experiments showed that  the  concentration de- 
pendence of insulin-induced  changes  in nucleolin phosphoryl- 
ation were biphasic (Fig. 2). At  subnanomolar  concentrations 
insulin induced a more than 2-fold increase  in  the  phosphoryl- 
ation of the 94-kDa immunoprecipitable nucleolin, while a t  
high (micromolar)  concentrations of insulin, a  70%  decrease 
in the  phosphorylation was  observed (Fig. 2). Both  the  in- 
crease  and decrease  in the  phosphorylation of nucleolin a t  
10”’ M and M insulin  concentrations, respectively, are 
significantly different  from  the  control level at  p < 0.001 as 
determined by Student’s t test. 

The  amount of phosphorylated nucleolin in  the  postnuclear 
supernatant (open circles in Fig. 2) was relatively minor 
compared to  that  in nucleus and  did  not show significant 
changes  after  insulin  addition.  This low amount of phos- 
phorylation was due  to  the low amount of non-nuclear  nu- 
cleolin as judged by immunoblotting of non-nuclear  protein 
extracts with anti-nucleolin  antibodies  (data  not  shown). 

Nucleolin is very sensitive to proteolysis most of which can 

C I T 1 

L;; , I 

0.001 0.01 0.1 1.0 10 100 1000 

[Insulin] (nM) 
FIG. 2. Concentration dependence of insulin-induced  nu- 

cleolin  phosphorylation. 3T3-442A cells were differentiated,  serum 
starved,  and labeled  with [”P]phosphate as described under  “Mate- 
rials  and Methods.”  Cells were treated with insulin a t  final  concen- 
trations  indicated for 15 min. Proteins were extracted from both 
isolated cell nuclei and  the  postnuclear  supernatant by addition of 
400 units of DNase I, 500 units of RNase, 0.1 mg of rabbit y-globulin, 
50 p1  of protein A-beads,  NaCl, and  Triton X-100 at final  concentra- 
tions of 0.6 M and 0.5% (v/v), respectively. T o  aliquots of protein 
extracts  containing 0.5 mg  of protein  each ,5 pg of anti-nucleolin 
serum was added,  and  the  samples were incubated  overnight a t  4  “C. 
The immunocomplexes  were adsorbed to 30 pl of protein A-beads by 
rotating  them for  2  h a t  4 “C. Immunoprecipitates were washed and 
analyzed by SDS-PAGE  and  autoradiography.  The 94-kDa nucleolin 
bands were quantified by densitometry.  In case of nuclear nucleolin 
data  are  mean k S.D. of four separate  experiments (filled circles); 
data  representing  the nucleolin band of the  postnuclear  supernatant 
(open  circles) are  representative of two  separate experiments. In  the 
other two experiments,  the cytosolic nucleolin band was too  faint  to 
allow quantification. 

be prevented by the  protease  inhibitor  leupeptin (16, 27, 28). 
If the isolation and  extraction of nuclei were performed in  the 
absence of leupeptin, only a minor  portion of the 94-kDa 
phosphoprotein  band could be  detected. Even  in  the presence 
of leupeptin, we regularly  observed an 80-, a 72-, and a 34- 
kDa  phosphoprotein  band  in  the  immunoprecipitates which 
were minor, however, compared  to  the 94 kDa  band. Since 
these  phosphoproteins showed changes  similar  to  those of the 
94-kDa phosphoprotein  after  insulin  addition  they  most likely 
represent proteolytic fragments of nucleolin (data not shown). 

Time Course of  Insulin-induced  Nucleolin  Phosphoryla- 
tion-The time course of insulin-induced nucleolin phos- 
phorylation  using 0.01 nM insulin  is shown in Fig. 3. The 
phosphorylation was rapid  with half-maximal stimulation 
observed at  4  min and a  maximum after  15 min of incubation 
with insulin. The  insulin-induced nucleolin phosphorylation 
remained  steady  until 30 min,  then declined after 60 min of 
incubation (Fig. 3). 

Phosphoamino Acid Analysis  of Nucleolin-Insulin induced 
the  phosphorylation of nucleolin on  serine residues (Fig. 4). 
When  the 94 kDa  band was cut from the gel and hydrolyzed, 
phosphoserine was the only detectable phosphoaminoacid  in 
nucleolin immunoprecipitates from 3T3-442A cells (Fig.  4). 
This was true of both  insulin-stimulated  and  control cells. 

Effect of Insulin-like  Growth Factor  I and a Casein  Kinase 
11 Inhibitor  on  Insulin-induced  Nucleolin  Phosphorylation- 
Since 3T3-442A cells have  IGF-1 receptors, and insulin is 
well-known to  cross-react with these  receptors a t  high, micro- 
molar  concentrations  (28), we analyzed the effect of IGF-1  on 
the  phosphorylation of nucleolin. In  contrast  to  insulin, IGF- 
1 failed to  stimulate  the  phosphorylation of nucleolin. How- 
ever, IGF-1 did  induce the  dephosphorylation of nucleolin at  

 at S
E

M
M

E
LW

E
IS

 U
N

IV
 O

F
 M

E
D

IC
I on July 6, 2009 

w
w

w
.jbc.org

D
ow

nloaded from
 

http://www.jbc.org


9750 Insulin-induced Nucleolin  Phosphorylation 

0 10 20 30 60 

Time (minutes) 
FIG. 3. Time course of insulin-induced nucleolin phos- 

phorylation. 3T3-442A cells were differentiated,  serum  starved, and 
labeled with [32P]phosphate as described under “Materials  and  Meth- 
ods.” Cells were treated with 0.01 nM insulin for times indicated. 
Cellular proteins were extracted  and immunoprecipitated  with anti- 
nucleolin antibodies as described in the legend of Fig. 2. The 94-kDa 
nucleolin bands were separated by SDS-PAGE, and  the  autoradi- 
ograms were subjected to densitometric  analysis. Data  are mean -t 
S.D.  of three  separate experiments. 

P-Ser 

P-Thr 

P-Tyr 

Origin 

FIG. 4. Phosphoamino acid analysis. 3T3-442A cells were dif- 
ferentiated,  serum  starved, labeled with  [”P]phosphate, and  treated 
with 0.01 nM insulin for 15 min. The insulin-induced 94-kDa nucleolin 
phosphoprotein  band was cut from the  SDS gel, and  its phosphoamino 
acid composition was analyzed as described under  “Materials  and 
Methods.” Data  are representatives of two separate phosphoamino 
acid determinations. 

nanomolar  concentrations  (Table  I), at   the same  range where 
it  stimulates glucose uptake  in  the closely related  3T3-Ll 
adipocytes (28).  The  extent of IGF-1-induced nucleolin de- 
phosphorylation was similar  to  the  amount of insulin-induced 
dephosphorylation a t  micromolar insulin  concentrations.  In 
addition,  coincubation of cells with  insulin  and  IGF-1 a t  
concentrations of insulin (0.01 nM) which stimulate nucleolin 
phosphorylation and  concentrations of IGF-1 (1 nM) which 
cause  dephosphorylation results  in an  overall  decrease in 
nucleolin  phosphorylation. This effect is  also observed when 
higher concentrations of both  hormones  are  present. 

As indicated above, IGF-1  and high concentrations of in- 
sulin induce the  dephosphorylation of nucleolin. Since  insulin 
is known to induce the  activities of protein  phosphatases 1 
and 2A (7, 29, 30) we were interested  in  determining which 
protein  phosphatase  may be  responsible  for the  dephospho- 

TABLE I 
Effect of insulin-like growth  factor I and a specific, cell-permeable 

inhibitor of casein kinase II on the insulin-induced 
nucleolin phosphorylation 

3T3-442A cells were differentiated,  serum  starved, and labeled with 
[32P]phosphate as described under  “Materials  and Methods.” Cells 
were treated with  various agents indicated in the  table for 15 min. 
Cellular proteins were extracted  and immunoprecipitated  with anti- 
nucleolin antibodies as described in the legend of Fig. 2. The 94-kDa 
nucleolin bands were separated by SDS-PAGE  and  the  autoradi- 
ograms were subjected to densitometric  analysis. Data  are mean f 
S.D. of three  separate experiments. 

Treatment  Phosphorylation of nucleolin 

-fold of control 
Control 1.0 f 0.1 
+ Insulin 

0.01 nM  2.4 f 0.2 
1 PM 0.4 f 0.2 

0.1 nM 0.9 f 0.1 
1 nM 0.6 f 0.2 
10 nM 0.4 -t 0.2 

0.01 nM, 1 nM 0.6 f 0.1 
1 nM, 10 nM 0.7 -t 0.1 

+ DRB  (5 mM) 0.8 f 0.1 
+ DRB/insulin (5 mM, 0.01 nM) 1.1 f 0.2 

+ IGF-1 

+ Insulin/IGF-1 

rylation of nucleolin. However, we failed in  our  attempts  to 
prevent  the insulin-induced dephosphorylation of nucleolin 
by okadaic acid,  a  known inhibitor of these  phosphatases (31). 
Trifluoperazine,  an  inhibitor of protein  phosphatase 2B (31) 
was also  without  any effect (data  not  shown). 

Nucleolin is a good in uitro and  in uiuo substrate of casein 
kinase I1 (32,33).  Since  insulin  is known to induce this  kinase 
in  3T3-Ll cells (30), a cell line closely related  to 3T3-442A 
cells, we examined if a  cell-permeable, specific inhibitor of 
casein kinase 11, 5,6-dichlorobenzimidazole-riboside (DRB, 
35)  might be able  to  inhibit  the insulin-induced  phosphoryl- 
ation of nucleolin. Treatment of 3T3-442A cells  with DRB 
caused only  a slight decrease in  the  phosphorylation of nu- 
cleolin in  control cells (the level of significance, p < 0.05). 
More importantly, however, DRB efficiently prevented  the 
insulin-induced  increase of nucleolin phosphorylation ( p  < 
0.005, Table I). 

Insulin-induced RNA Efflux from Intact Nuclei-Since nu- 
cleolin is suspected  to be involved in  the  transport of RNA 
through  the  nuclear  membrane (12, 13) and  insulin  has been 
shown to induce the release of RNA  from rat  hepatocytes 
nuclei (5, 36), we investigated  the possibility that  insulin 
induced similar  changes  in  RNA efflux from the nuclei of 
differentiated 3T3-442A cells. As is  shown  in Fig. 5, insulin 
induced  a substantial increase  in the efflux of RNA a t  sub- 
nanomolar  concentrations  (the level of  significance,^ < 0.005 
at lo-” M insulin  concentration).  The RNA efflux returned 
to  the  control levels with  insulin in the  nanomolar range and 
slightly  declined a t  micromolar insulin  concentrations  (al- 
though  this was not  statistically  significant).  The RNA efflux 
is  ATP  dependent  since only  a minor  fraction of the radio- 
active  RNA  observed in  the  trichloroacetic acid precipitates 
of the  incubation medium is observed without  ATP.  The RNA 
released  was not  preferentially  enriched in  polyadenylated 
RNA and  exhibited a very low level of binding  to  poly(U)- 
Sepharose  (data  not  shown). 

DISCUSSION 

Nucleolin  (C23) is a 92-110-kDa nucleolar protein  thought 
to be involved in  the regulation of polymerase I transcription, 
binding,  packaging, and  transport of ribosomal  RNA (11-13). 
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FIG. 5. Concentration  dependence of insulin-induced nu- 
clear RNA efflux. 3T3-442A cells were differentiated, serum 
starved, and labeled with [3H]uridine as described under “Materials 
and Methods.” Cells were incubated with insulin at final concentra- 
tions indicated for 15 min. RNA efflux was measured from isolated 
cell nuclei in 0.5 ml of RNA buffer containing 50 mM HEPES, pH 
7.4,  25 mM KCl, 5 mM spermidine, 2 mM DTT, 5 mM MgCl,, 0.5 mM 
CaC12, 0.3 mM MnC12, 2.5 mM ATP, 300 pg/ml yeast RNA, and 0.25 
M sucrose for 15 min at 37 “C. Nuclei were pelleted by rapid centrif- 
ugation, [3H]uridine-labeled RNA was precipitated with trichloroa- 
cetic acid from the  supernatant,  and  its radioactivity was measured 
by liquid scintillation counting. Basal RNA efflux was 12 ? 3% of 
total nuclear radioactivity. Data  are mean ? S.D. of three  separate 
experiments. 

A number of studies  indicate  that  the  phosphorylation  and 
dephosphorylation of nucleolin  may  play a role in  the regu- 
lation of these processes  (12, 16, 26). In  the  present  study we 
report  that  insulin, which induces  the  activation of a  cascade 
of protein  kinases  and  phosphatases  (6,7),  elevates  the  serine 
phosphorylation of nucleolin a t  subnanomolar  concentra- 
tions, while it effectively promotes  the  dephosphorylation of 
nucleolin at the  micromolar  concentration range. The dose- 
response of the  phosphorylation  and  dephosphorylation of 
nucleolin is  almost  identical  with  the  insulin-induced effects 
on  the  RNA efflux  from isolated nuclei  suggesting that  insu- 
lin-induced  phosphorylation  and  dephosphorylation of nu- 
cleolin  may be a regulator of (ribosomal)  RNA  transport 
through  the  nuclear  membrane. 

Insulin  promotes  the  phosphorylation of a 94-kDa  nuclear 
protein  in  differentiated 3T3-442A cells  which is recognized 
by anti-nucleolin  antibodies,  binds  to  dsDNA,  and  in  the 
absence of leupeptin  has  proteolytic  products of similar mo- 
bility on  SDS gels as purified  nucleolin. These  observations 
strongly suggest that  the  insulin-induced  94-kDa  phosphopro- 
tein  is  identical  with nucleolin (C23).  During  the  preparation 
of this  article,  Suzuki et al. (37)  reported  that  insulin,  epider- 
mal  growth  factor,  and  dexamethasone synergistically  induce 
the  phosphorylation of nucleolin in  rat  hepatocytes. However, 
in  these  experiments,  insulin was  always present  at high 
concentrations (100 nM) and  in  the  presence of epidermal 
growth factor  and/or  dexamethasone.  In  addition,  these 
changes  in nucleolin phosphorylation were observed  only 
following long term (8 h)  incubations.  In  the  present  study 
we have  shown  that  insulin  alone  has  dramatic  short  term 
effects. 

The dose-response of insulin-induced nucleolin phosphoryl- 
ation  and  dephosphorylation  is  rather  unusual.  Half-maximal 
phosphorylation of nucleolin is achieved at concentrations of 
insulin below 0.01 nM. The dissociation constant of insulin 
binding  to  its  receptors in the  plasma  membrane  is 4 nM in 
the closely related  differentiated  3T3-Ll cells, and  insulin 
induces half-maximal  uptake of deoxyglucose at similar  con- 
centrations (28,  38). The mechanism of this  marked amplifi- 
cation of insulin  action  on  the  phosphorylation of this  nuclear 

protein  is  not known; however, insulin also  induces many of 
its  other  nuclear effects,  including stimulation of RNA efflux 
and nucleoside triphosphatase  activity  and  alterations of spe- 
cific genes such  as  PEPCK,  in  the picomolar concentration 
range (5, 39, 40). 

Micromolar concentrations of insulin induce the dephos- 
phorylation of nucleolin. Since  IGF-1  has a similar effect at  
nanomolar  concentrations,  insulin may be  acting via IGF-1 
receptors at  these high concentrations.  When cells are  treated 
with  both  hormones  at  concentrations of insulin which stim- 
ulate nucleolin phosphorylation  and low nanomolar  concen- 
trations of IGF-1,  there is a net decrease in nucleolin phos- 
phorylation. While insulin  and  IGF-1  appear  to have distinct 
differences  with  respect to  phosphorylation of nucleolin, both 
hormones have similar effects on  the  phosphorylation  and 
dephosphorylation of ppl60/insulin receptor substrate-1, a 
primary cytosolic substrate of these  receptors  in  3T3-Ll  adi- 
pocytes  (41, 51). 

Insulin induces the  activation of a  cascade of protein 
kinases including  casein kinase I1 (6, 34).  Casein kinase I1 
preferentially  phosphorylates nucleolin both in vitro and i n  
vivo on  serine residues (32,33).  Our  observation  that  the cell- 
permeable casein kinase I1 inhibitor, 5,6-dichlorobenzimida- 
zole-riboside (DRB, 35) prevents  the  insulin-induced  serine- 
phosphorylation of nucleolin  suggests that  this effect may be 
mediated by  casein kinase 11. Recently, the  phosphorylation 
of nucleolin by cdc2 kinase was also reported (42, 43). How- 
ever, cdc2 kinase  phosphorylates nucleolin on  threonine  res- 
idues, and nucleolin  does not seem to be a preferential  sub- 
strate of cdc2 kinase in whole nuclear extracts of NIH  3T3 
fibroblasts overexpressing the  insulin receptor (44).  Further- 
more, the cdc2 kinase  is  not involved in  the  insulin-induced 
phosphorylation of another closely related nucleolar protein, 
numatrin  (9).  These  observations suggest that  the effect of 
cdc2 kinase may be restricted  to mitosis, and  during  inter- 
phase  the  phosphorylation of nucleolin is mediated by casein 
kinase 11. 

Casein kinase I1 may be also  involved in  basal  phosphoryl- 
ation of nucleolin  (32,  33). This possibility is  not  refuted by 
the  observation  that  the  casein  kinase I1 inhibitor,  DRB 
caused  only a slight  decrease in  phosphorylation of nucleolin 
in non-stimulated 3T3-442A cells (Table  I), since the  15  min 
of DRB  incubation was much shorter  than  the 2 h of 32P 
labeling.  Casein kinase I1 is induced during  differentiation of 
3T3-Ll cells (45).  This  induction may explain  the increase of 
phosphorylation of nucleolin during  differentiation of the 
closely related 3T3-442A cells  (see Fig. 1). This  assumption 
is  further  supported by the  fact  that  the level and  activity of 
casein kinase I1 are  the  limiting  factors  in  the  phosphorylation 
of nucleolin (46)  and casein kinase I1 activity  changes parallel 
with  phosphorylation of nucleolin in growth of human cell 
cultures  and  HeLa cells  (47). 

The  mechanism of IGF-1  and high concentrations of insulin 
to induce the  dephosphorylation of nucleolin are less  clear. 
We  did  not observe any  significant recovery of the  phospho- 
nucleolin in  the  presence of okadaic acid or trifluoperoxide, 
inhibitors of protein  phosphatases  1,2A,  and 2B, respectively. 
These  results  do  not necessarily mean  that  the  IGF-1-  and 
insulin-induced  dephosphorylation of nucleolin is mediated 
via different  protein  phosphatases since the high fat  content 
of  adipocytes  may  significantly diminish  the effective concen- 
tration of these lipophilic inhibitors (29) and  the i n  vitro 
dephosphorylation of nucleolin is rather difficult  with any of 
protein  phosphatases  1,2A, 2B, or 2C (48). We might  observe 
a decrease in  the nucleolin-associated 32P label if high concen- 
trations of insulin  and  IGF-1 induced the proteolytic cleavage 
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of a small,  phosphorylated  fragment of the  protein from its 
COOH or NH, termini.  This  explanation  seems  rather  un- 
likely, however, since nucleolin is  phosphorylated  on  multiple 
sites  both in  vitro and in vivo (32, 33, 49). 

The dose-response curves of insulin-induced nucleolin 
phosphorylation  and  nuclear  RNA efflux are  almost  identical 
(cf. Figs. 2 and 5 ) .  This suggests that  insulin may regulate  the 
nuclear  RNA efflux  via changing  the  phosphorylation  status 
of nucleolin  which is  thought  to  participate  in packaging and 
transport of ribosomal RNA (11-13). The  RNA released is 
not polyadenylated and does not  bind  to  poly(U)-Sepharose, 
suggesting that  it  contains a significant  amount of ribosomal 
RNA. Picomolar  concentrations of insulin  have  been shown 
to induce the release of messenger RNA  from  the nucleus, an 
effect  which appears  to be mediated by the  dephosphorylation 
and  activation of the  nuclear envelope  nucleoside triphospha- 
tase-mRNA  carrier complex (5, 39, 50). Thus,  it is possible 
that  insulin induces the release of mRNA  and  rRNA via 
different  mechanisms,  the  former by dephosphorylation of 
the  mRNA  carrier  and  the  latter by phosphorylation of the 
"rRNA carrier" nucleolin. Alternatively,  the  similarity  in  the 
nucleolin phosphorylation  and  RNA efflux curves simply 
reflect  a correlation between  nucleolin phosphorylation  and 
the  rate of ribosome  assembly,  including preribosomal  RNA 
transcription.  It  is likely that  the  RNA  exiting  the nucleus is 
in  the form of ribosome subunits.  Thus,  it  is possible that 
insulin-regulated nucleolin phosphorylation is involved with 
the  earlier  stages of ribosome  assembly rather  than  the  later, 
transport stages. 

In  summary,  the  data of this  study provide direct evidence 
for effects of insulin at the cell nucleus  which  occur through 
a propagated cascade of phosphorylation  and  dephosphoryl- 
ation.  Further  studies may  reveal a strict  subnuclear com- 
partmentalization of insulin-induced  nuclear  protein  kinases 
and  phosphatases  and may  provide insight  as  to  the role of 
these  phosphorylation  events  in  the effects of insulin  on cell 
growth, differentiation,  and gene expression. 
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