A vizsgalatok soran immunprecipitacioval, anti p85 antitesttel (p85 = a Pl 3-kinaz
regulacios alegysége) illetve anti IRS (insulin receptor substrate 1) antitesttel Pl 3-
kindz aktivitasra utalo jeleket (foszfatidil inositol foszforilacid) kaptunk, ami jelzi ennek
az enzimnek a Tetrahymenéban valo eléfordulasat, aktivitasat, valamint az IRS-1
elé6fordulasat is e csillos egysejtiiben. Ez az aktivitas — hasonléan a
magasabbrendiek sejtjeihez — in vitro gatolhato volt wortmanninnal; az in vivo
kezelések wortmanninnal és LY 294002-vel az immunprecipitaitumok magasabb PI 3-
kindz aktivitasat eredményezték. Confocalis mikroszkdpos vizsgalataok alapjan a
p85 immunreaktivitas a sejtek kortexére lokalizalodott: kapcsolat mutatkozott a p85-
€s a y-tubulin tartalmu struktarak kdzott. A wortmannin kezelések drdmai mértékben
befolyasoltak a sejtek actin mikrofilamentaris rendszereét, ami a sejtmag
lokalizaciojdban igen latvanyos valtozdsokat eredményezett: e kezelések soran egy
citoplazma aramlas indult el a cytopharynx irAnyaban, ami szamottevé meértékben
gatolta a fagocitOzis aktivitasat is.

A Tetrahymena egy a-, €s egy B-tubulin génnel rendelkezik, amely utdébbi két
példanyban fordul el6 a genomban. A sejtekben [évé 17 kilonb6z& mikrotubularis
struktara ennek megfeleléen kilonbdzé post-transzlacios modifikalédason (acetilacio,
glutamin@cid, glicinizalds) megy keresztil. Kisérleteinkben ugy talaltuk, hogy a
kulonbozé mikrotubulus- meérgek (taxol, nocodazol, vinblastin, kolhicin) eltéré6 médon
gatoljak a Tetrahymena kulonb6zé mikrotubularis struktdrainak kialakulasat, igy az is
feltételezhetd volt, hogy ezek a kezelések esetleg befolyasolhatjak a tubulinok
modifikacidjat is. Az elvégzett kisérletek tanulsaga szerint a hiszton-deacetilaz gatlé
anyagok (trichostatin A, nordihidroguaretic acid, natriumbutirat, dicumarol), amelyek
nem csak a hisztonok, hanem a tubulinok deacetilalédasat is gatoljak, befolyasoljak
Tetrahymendban is a tubulin acetilacié mértékét. Ez a hatas kapcsolatba hozhaté a
sejtek szignalizacitjaval: e kezelések jelentés mértékben befolyasoljak a
szignalizacioban résztvevé foszfolipidek szintézisét is. Ezek a kezelések — a tubulin-
tartalmu strukturakra valé hatdsuk mellett — szamos egyéb valtozasokat is
eredményeznek a Tetrahymenaban. igy pl. a taxol kezelések — amellett, hogy
latvanyosan gatoljak a sejtek un. transzverzalis mikrotubulusainak a kialakulasat,
igen latvanyos modon hatnak a mitokondriumok szerkezetére is. Ezen eredmények
alapjan ugy tlnik, bizonyos anti-tubulin drogok hasznalata soran komplex
jelenségekkel allunk szemben, ahol is nehéz elddnteni, mi volt a ,primér” hatas.

A Tetrahymena magjaban szadmottevé mennyiségi mikrotubulus talalhaté az
osztodas soran, mig az interfazisos sejtmagokban hianyoznak. A magban talalhat6
tubulin nem mutat soha poszt-transzlacios modifikalodast; ezek a tubulusok nem
acetilaltak vagy poliglutamilalodottak, ami e struktirak dinamizmusara utal.

Tobb olyan anyaggal val6 kezelés is, amelyekrél ismert, hogy gatoljak a
mikrotubulusok polimerizacidjat, a Tetranymenaban ellenkezd hatéast valtottak ki. igy
pl. a myoseverin vagy a HMBA kezelések hatdsara megnévekededtt a sejtek tubulin
tartalma, s a csillék mikrotubularis rendszere igen jelentés mértékben stabilizalodott.
Ezek a jelenségek jelzik, hogy kilonbség mutatkozik a felsébbrendi szervezetek és
az eukariota egysejtiek mikrotubularis struktarai kozoétt. Ezek a vizsgalatok fontos
informaciot szolgaltathatnak a tubulusokra haté anyagok hatasmechanizmusara is.

Mas kisérleteinkben féleg a hormonalis interakcidkat kivantuk vizsgalni annak
tisztazasara, hogy ezen az alacsony filogenetikai szinten egyik hormon a masik
termelédését (raktarozasat, szekrécigjat) tudja-e befolyasolni. Ennek keretében



megallapitottuk, hogy a szteroid hormon jelleg(i digoxin termelédését a hisztamin,
szerotonin és inzulin (mindharom jelen van Tetrahymenaban) egyarant pozitivan
befolyasolja. Legerésebb hatast a hisztamin fejtett ki, mely korabbi kisérleteinkben is
a Tetrahymena szamos fiziologiai paraméterét befolyasolta. Mivel korabban
kimutattuk, hogy epidermal growth factor (EGF) Tetrahymenaban is hatdssal van a
sejtosztodasra, kovetkez6 vizsgalatainkban kerestik, hogy az EGF és ennek
receptora jelen van-e az egysejtliben. Specifikus antitesteket és konfokalis
mikroszkopiat, valamint aramlasi citometriat felhasznalva mindkettét sikerdlt
kimutatnunk és leirtuk lokalizacidjukat is. Ezek utan vizsgéltuk harom hormonnak a
hatasat az EGF szintre. Mindegyik hormon 10 és 10™° M koncentraciéban egyarant
ndvelte az immunoldgiailag demonstralhatdo EGF szintet. Ezek a kisérletek arra
mutattak, hogy a Tetrahymenaban nemcsak a teljes endokrin rendszer képviseldi
(receptor, hormon, szignal transzdukcid) vannak jelen, hanem hormonalis interakciok
is. A problémat az okozza, hogy természetes kérilmények ko6zott az egysejtl vizi
kornyezete a szecernélt hormonokat extrém mértékben felhigitja, igy az
interakcidknak vagy sejten belll (az ugyanazon sejt altal termelt hormonok kdzo6tt)
kell végbemennie, vagy a receptornak kell rendkivil érzékenynek lennie. Ezért
végeztik el kovetkezd kisérleteinket. A hormonokbdl (inzulin, hisztamin, szerotonin)
10°-t61 10"*® M koncentréacidig készitettiink higitasi sort és a sejtekben vizsgaltuk az
idegen hormon tartalom (pl. inzulin hatasara a szerotonin €s hisztamin tartalom, stb)
valtozasait, 30 perces kezelés utan. Megallapitottuk, hogy a hisztamin csak a
magasabb koncentracidkban emelte meg a szerotonin szintet, mig a szerotonin
alacsonyabb koncentraciokban (egészen 10%* M-ig) csokkentette a hisztamin szintet.
Az inzulin egyaltalan nem befolyasolta a szerotonin tartalmat, mig a szerotonin még
10%"M (!) koncentracidban is névelte az inzulin tartalmat. Inzulin névelte a hisztamin
tartalmat 10 és 10 M kozétt, mig a hisztamin csak 10 M koncentraciéban
befolyasolta az inzulin szintet. Ez azt jelenti, hogy a Tetrahymena kdrnyezetbe
szecernalt hormonjai (a magasabbrendiiek hormonjainak ései) hathatnak a kdzvetlen
koérnyezetben, de bizonyops esetekben olyan tavol is, ahol gyakorlatilag egy
molekula hormon jut egy sejtre. Figyelembe véve, hogy a Tetrahymena inzulin
receptorat korabbi kisérleteinkbél kiindulva mar feltérképezték és azt is kimutattak,
hogy az inzulin életfontos faktor az egysejtii szamara, az eredmeények meg tudjak
magyarazni miért vannak jelen a magasabb rendiiek hormonjai egysejti szinten és
hogyan hasznalja ezeket az egysejtl természetes korilmények kdzott. E kérdések
tisztdzasara 10° — 10%* M koncentracioban kezeltiink hormonokkal
Tetrahymenaketés figyeltik az inzulin kétédését. Endorfin, szerotonin és inzulin 108
M-ig csokkentették a kotést, mig a hisztamin hatastalan volt.

Ehezés hatésat is vizsgaltuk a sejtek inzulin tartalmara és a jelzett inzulin

kotédésere. Mindkét index szignifikansan emelkedett. Glukoz taplalas kioltotta a
kotédési kilonbséget. Az éhezd sejtekben az inzulin eltiint a sejtfelszinrdl és bekertilt
a sejtek belsejébe.

Tetrahymenara alkalmaztunk egy uj fixalasi médszert, a karbodiimid EDAC-ot. Ez
benn tartja a sejtekben a hormonokat és igy azok nagyobb emnnyisége mutathato ki
sejten beldl. lly médon a trijédthyronin (T3) Tetrahymendaban valo jelenlétét is sikertlt
kimutatnunk. Itt emlitjuk meg, hogy tobb vizsgélatunkban kimutattuk a melatonin
jelenlétét Tetrahymenaban és a hormon hatasat az egysejtiire. Ezen kivil szamos
molekula kemotaktikus hatasanak vizsgalataban vettiink részt és mutattuk ki ennek
filogenetikai jelentéségét.






