CITOSZKELETON SZEREPE
A FAGOCITA SEJTEK EFFEKTOR FUNKCIOINAK
REGULACIOJABAN

FOoris GABRIELLA és KOVER ANDRAS*

Debreceni Orvostudoményi Egyetem, I. sz. Belgyégyédszati Klinika és Kozponti Kutatd
Laboratérium*

A szervezetbe keriilt kérokozék, korpuszkulumok, antigén tulajdonsigd
sejtes elemek, tumor sejtek, ill. oldott allapotban levé makromolekulak eltavo-
litasara az immunapparatus két, kiilonbozé sejttipusa képes: a monocita-
makrofag sejtek és a régebben mikrofagoknak nevezett polimorfonuklearis
leukocitak, ill. neutrofil granulocitak. A tovabbiakban egyszertien fagocita
sejtekrél fogunk beszélni 6sszefoglaléan, amit az tesz indokoltta, hogy mindkét
sejttipus azonos feladatot teljesit azonos biokémiai mechanizmusok alapjan.
Természetes, hogy a kétféle fagocita sejt néhany anyagcsere folyamata eltérdg,
pl. a granulocitak glukéz felhasznalasa dontGen aerob, mig a peritonealis mak-
rofagoké anaerob glikolizis dtjan torténik. Ez azonban nem obligat kiilonbség,
mivel az alveolaris makrofigok és a vérben keringé monocitak ugyancsak
aerob glikolizissel bontjak a glukézt (AXLINE és mtsai, 1980).

Az utébbi években kezd kirajzolédni a fagocitak effektor funkciéinak
legfontosabb kérdése, nevezetesen, hogy a fagocita sejtek a receptoraikkal meg-
kotott korokozokat, antigénként szerepld sejtes elemeket, vagy immunkomp-
lexet (szolubilis antigén és specifikus antitest keringé komplexe) vagy bekebele-
zik és intracellularisan degradaljak, vagy extracellularisan pusztitjak el. Ezzel
kapcsolatos az ,,aktivalas’™ fogalmanak tisztazasa. Bizonyos természetes, vagy
szintetikusan elgallitott ligandok a fagocitdk membran receptoraihoz kotédve
aktivalni képesek a sejteket, de ennek kritériuma az immunolégus szerint csak
az lehet, hogy a fagocita fokozott intra- vagy extracellularis killing-re képes.
A L killing” kifejezés ebben a megfogalmazasban tagabb értelmet nyer, bele
tartozik ugyanis a tumor sejtek fokozott destrukciéja, vagy az immunkomple-
xek fokozott degradaciéja sejtenbeliil vagy kiviil. A fagocita sejtek, kiillonosen a
monolayer kultirakban is tenyészthetd makrofagok kivaléan alkalmasak,
bizonyos minden eukaryota és nem-vezet§ membrannal rendelkezd sejtre
érvényes szabalyozasi problémak tanulmanyozasara. Az in vitro aktivalt
fagocita sejt ugyanis egy bonyolult és 6sszerendezett membranfolyamaton
keresztiil jut el ahhoz a végallapothoz, amikor az inkorporalt korpuszkulum a
fagoszémaba 6mlé lizoszémak hatasara sejten beliil degradalédik, vagy a lizo-
szémak oxidaciés termékeiket (szuperoxid anion, H,0,) és proteolitikus enzim-
jeiket az extracellularis térbe iiritik. A membran-fizié mindkét reakcié eseté-
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ben donté szerepet jatszik. Nem meglepd tehat, hogy az aktivalédas kezdeti
lépései és alapvet szabélyozésa azonos rendszereken keresztiil torténik (Oc-
MUNDSDOTTIR és WEIR 1980).

Fagocita sejtek aktivilédasdnak transzmembrdn szignalizdcidja

Az invaziv kérokozo, target sejt, immunkomplex megtapadasa a fagocita
sejtek kiilsé felszinén receptorokon keresztiil torténik. Amennyiben a tapadas
az antigénként szereplé korpuszkulum ellen termelt specifikus antitest segit-
ségével torténik, vigy a tapadas az Fc receptorokon keresztiil jon 1étre. A tapa-
dast és ag azt kovetd fagocitozist lényegében a kiilonboz6, és az Fc receptorok-
kal szemben kiilonbh6z6 affinitassal rendelkez8 IgG alosztalyok kozvetitik a
molekula Fe részének CH,, ill. CH; domainjén keresztiil, mig az IgG molekula
variabilis Fab’ része az antigénhez kotddik. Az IgG-t kotd receptorok kiilonbo-
z§ tipusa ismert, melyeket 6sszefoglaléan Fey receptoroknak neveziink, szem-
ben az IgM-et kot6 Feu receptorokkal, melyeknek biolégiai jelentsége nem
tisztazott. A szolubilis vagy korpuszkularis elemet tartalmazé komplexek képe-
sek a komplement rendszer aktivalasara, ill. bizonyos antigének, mint a gombak
egy része, baktérium sejtfal antigének, endotoxinok énmagukban is képesek
erre (B1anco és mtsai 1975). A keletkezett C3 komponens C3b és C3a alegységre
hasad, mely alegységek koziil a C3b 6nallé receptorral rendelkezik a fagocita
sejtek membranjan. A C3b, mint ligand 6nmagaban is képes fagocitozist kozve-
titeni. In vivo feltehetGen a fagocitézis az Fe és C3b receptorok Osszerendezett
funkciéjanak eredménye.

Ujabban kimutattik, hogy a C3a alegység, amely egy alacsony molekula-
sulyu peptid, a fagocitidk membranjahoz kotédve fokozza az Fec és C3b recep-
torok aktivitasat (KAy és mtsai 1979). A ligand ko6tédés létrejottét és az azt
kovetd aktivalédast az Fe és C3b receptorok siirisége és szabad mozgasa donti
el. Az Fc receptorok miikodését a ciklikus nukleotidak szabalyozzak.

Azok a farmakonok, amelyek a ¢cAMP szintet emelik, mint a cholera
toxin, izoproterenol, vagy a foszfodieszteraz gatlék, ill. a prosztaglandin E szé-
ria képviseldi, az Fc receptor altal kozvetitett rozetta képzést (tapadast), ill.
a fagocitézist fokozzak (MUSCHEL és mtsai 1977). Az 0ld6dé cAMP szidrmazé-
kok, mint a dibutiril cAMP vagy a 8-bromo-cAMP ugyanigy hatnak (Sta-
BINSZKY és mtsai 1980). Ezzel ellentétben, a cGMP szintet emel8 inzulin, vagy
a 8-bromo-cGMP az Fc receptor aktivitas csokkenéséhez vezetnek, és ez cAMP
szintet novel hatasi szerek adéasaval korrigalhaté (SANDLER és mtsai 1980).

Az effektor funkciék tovabbi lépései, a lizofagoszéma kialakulédsa, ill.
extracellularis killing esetén a lizoszémak extracellularis iiriilése ugyancsak a
ciklikus nukleotidak szabalyozasa alatt all, csakhogy éppen ellentétes médon:
a ¢cGMP szintet emel§ szerek és maga a cGMP jelentésen fokozzak a lizofago-
széma fiziot, ill. a lizoszéma membran fiziéjat a plazmamembrannal (LowRIE
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és mtsai 1980). A ¢cGMP fokozza az enzim szintézist, az enzimek felszabadulasat,
valamint a roncsol6 hatési oxidéaciés termékek felszabadulasat is, igy az extra-
és intracellularis killinget. A ¢cAMP ezzel éppen ellenkezgleg hat, erds gatls
hatéassal rendelkezik mindkét effektor funkcidt illetGen (WEISSMANN és mtsai
1975, D1AMANSTEIN és ULMER 1976). Az elmondottakbdl kitiinik, hogy a cikli-
kus nukleotidak rendkiviil fontos regulalé szerepet jatszanak a fagocitak effek-
tor funkciginak alakulasidban. A ciklikus nukleotidak hatasukat az eukaryota
sejtekre a proteinkinaz enzim aktivalasan keresztiil fejtik ki (BLoom és mtsai
1980). A reakciésor egyes lépéseit és a koztiik levs kapesolatokat nem ismerjiik.
A harmadik szekunder messenger az aktivalédas folyamataban a Ca?*, amely-
nek bejutasat a sejtbe djabban a membran lipidek valtozasaval hozzak 6ssze-
figgésbe. A fagocita sejtek aktivalédasanak talan legkorabban jelentkezd
tinete a foszfatidil-inozitol turnover fokozédasa. A szerzdk tgy vélik, hogy a
receptor-ligand kotédés altal létrehozott trigger effektus hatésara a foszfatidil-
inozitolt hasité enzim aktivalédik, és a szubsztratot inozitolfoszfatra és diacil-
glicerolra hasitja. A keletkezett diacilglicerol foszforilalédik a membranban és
egy ,.exchange-protein’ az endoplazmas retikulumba juttatja, ahol a foszfa-
tidil-inozitol reszintetizalédik és egy masik ,,exchange-protein-”’ hez kotdve
visszajut a membranba (MicHELL 1975). Ez a folyamat Ca®*-té6l fiiggetlen, de
megnyitva az ion-csatornakat Ca®>* felvételt eredményez, amely azutan a
guanilciklaz aktivalasan keresztiil emeli a ¢cGMP szintet.

A foszfatidil-inozitol turnover szerepét az aktivalédasban megerdsiti,
hogy aktivalt makrofiagok a szervetlen jelzett foszfort a membran foszfolipid
frakciéjaban épitik be, amely nagymennyiségii foszfatidil-inozitolt és foszfa-
tidilszerint tartalmaz (MicHELL és mtsai 1977).

Az aktivalédast kivalté ligandok

A fagocita sejtek természetes aktivaléi azok a specifikus antigén hatéaséara
termelt T limfocita produktumok, amelyeket 6sszefoglaléan limfokinek-nek
neveziink, és amelyek a target sejt felszinén glikoprotein természet{i receptorok-
hoz kotédnek. Az bizonyos, hogy ezek a receptorok a L-fukéz-t tartalmaznak
a kotShelyeken, mig a kiilonb6z6 aktival6 hatasd limfokinek L-ramnéz vagy
L-xil6z véghelyzetii szacharida komponensekkel rendelkeznck (REMorLp 1973,
RockriN 1976). Keresztgatlasos kisérletekkel, ill. L-fukozidaz alkalmazasaval
ezt megnyugtatéan sikeriilt bizonyitani.

A fagocitiak aktivilhaték Fe és C3b receptorokon keresztiil is, de csak
abban az esetben, ha aggregalt IgG-vel vagyi mmunkomplexszel torténik a kap-
csolodas. Az aktivalast kisér6 biokémiai folyamatok, ill. a transzmembran
szignalizacié ugyanis csak akkor indul be, ha a receptor-ligand komplexek
keresztkotésekkel kapcsolédnak a membran kiilsé vagy belsd felszinén. Ebben
az esetben ,,spot” és ,,cap’ képz6dés alakul ki, melynek eldfeltétele a membran-
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rogzit6 mikrotubulusok szétesése az aktivalt membran régiéban. A masik fel-
tétel a szabadon mozgé receptorok iranyitott mozgatasa a mikrofilamentumok
segitségével a membrannak ugyanerre az aktivalt régiéjara.

Sejtaktivalédast hozhatnak létre ezenkiviil novényi lektinek, mint a
Konkanavalin A, tovabba néhany baktérium. Ezekben az esetekben a cukor
tartalmi ligand kot6dik cukorkomponenst tartalmazé receptorokhoz, fel-
tehetden a hidroxil csoportokon keresztiil, direkt kapesolodassal (OecmunDsDOT-
TIR és mtsai 1978). Természetes aktivaloknak tiinnek a kemotaktikus peptidek,
amelyek specificitasa nem teljesen tisztazott és jelentdségiik feltehet8en messze
tilné a kemotaxis keretein. Ujabban IgG molekula Fe részérél lehasadé pepti-
dek létezését irtak le (PASSWELL és mtsai 1982), és lényegében a mar igen régen
ismert tuftsin is ebbe a csoportba tartozik (NAJJAR és Nisa10KA 1970). Aktiva-
torként hatnak ezeken kiviil az ionofor hatasi vegyiiletek, melyek koziil leg-
tobbet vizsgaltak a Ca ionofor hatasd A 23187-et (HAND és mtsai 1977), tovah-
ba az oxidalé szerek, melyek a membranhoz kotott glutathion szabad szulf-
hidril csoportjait oxidaljak (MELLON és REBURN 1976).

Ezek a természetes és szintetikus aktivalé agensek a transzmembran
szignalt illetden hatasukat specifikus receptorokon keresztiil kifejthetik a
fokozott foszfatidil-inozitol hasitason, fokozott adenilciklaz vagy guanilciklaz
aktivitason keresztil. A transzmembran szignal sokszor az alkalmazott kon-
centraciétél vagy esetleg az inkubéciés id6t6l figg (SERHAN és mtsai 1980).
Feltehet6, hogy az effektor funkciok gatlasat vagy fokozédasat eredményezd
egyes lépések rendkiviil valtozatos médosulasa az egyes aktivalé agensek ha-
tasara az alternativ szignalizicié eredménye.

Igen kevés olyan adat ismeretes, amely arra vonatkozéan adna felvilago-
sitast, hogy bizonyos triggerek az extra-, mig masok az intracellularis killing
mechanizmusat inditanak be. Az eddig elmondottakbdl kovetkezik, hogy elv-
ben harom variacié lehetséges: 1. ha a guanilciklaz aktivitas képezi a transz-
membran szignalt — ekkor az Fe medialt fagocitézis gatolt, az enzim release
fokozott — extracellularis killing kovetkezik be; 2. ha egy atmeneti adenilciklaz
aktivalédast a ¢cGMP szint novekedése kovet — fokozott fagocitézis, majd
intracellularis killing kovetkezik be, végiil 3. az az eshet§ség sem zarhaté ki,
hogy az adenilciklaz aktivalédasa fokozza a fagocitozist, de ez csokkent intra-
cellularis killing-gel jar egyiitt (lizofagoszéma fuzié gatolt, proteaz aktivitas
csokkent, igy az intracellularis tarolas lesz az aktivalédas eredménye.

Az eddigiek alapjan az is bizonyos, hogy ezek a kapesolasok igen gyorsan,
a receptor-ligand kot6dés legelsd pillanataiban jonnek létre és hogy ebben a
legdontébb szerepet mai tudasunk alapjan a két vegyértékii kationok a Ca®* és
a Mg?* jatsszak.
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A kalmodulin szerepe az aktivalédasban

1972-ben WoOLFF és SieEGEL allitottak el6 el8szor tisztitott formaban
szarvasmarha agyszovetbdl a kalmodulint, ezt a 17 ezer dalton molekulasilyd
fehérjét. A kalmodulin intracellularisan helyezkedik el és egyszerre négy Ca-
iont képes megkotni. Ha azonban mar egyetlen Ca-ion kot8dik hozz4, a fehérje
konformacié valtozast szenved és a molekuldk tobb mint 509,-a o helikalis
struktdrat vesz fel. Bizonyos ellentmondé adatok magyarazatara alkalmas,
hogy egyetlen Ca-ion megkotése utan a kalmodulin mar képes pl. a cAMP
lebontasaért felelgs foszfodieszteraz aktivalasara, mig a mikrotubulusok disszo-
ciacigjat csak négy Ca-ion megkotése utan képes meginditani (MEANS és DED-
MAN 1980).

A kalmodulin az egysejtiektdl az eml8s szervezetig a torzsfejlddés minden
fokan megtalalhat6, ugyanakkor a szervezet osszes sejtjében betoslti Ca-kotd
szerepét. Fontos és széles kord szerepére utal, hogy szamos enzimreakciét
indukal. Legfontosabb és legismertebb funkciéja, hogy nem-izom sejtekben a
troponin C-vel azonos szerepet tolt be. Immunfluoreszcens technikaval kimu-
tathaté, hogy a kalmodulin az aktinhoz kot6dve helyezkedik el, és lényegében a
miozin konnytlancat foszforilalé proteinkinaz regulator részével azonos.
Ugyancsak immunfluoreszcens technikaval ki tudtak mutatni, hogy a kalmodu-
lin a mikrotubulusok mellett is vonulatot képez. In vitro kisérletekkel tisztaz-
tak, hogy a kalmodulin gatolja a tubulin szintézist, a tubulin polimerizaciét és
fokozza a depolimerizaciét (YERNA és mtsai 1979).

Az adenil- és guanileiklaz, valamint a foszfodieszteraz aktivalasaval
szabalyozza a ciklikus nukleotidak szintjét a sejtben, ugyanakkor a ciklikus
nukleotidakhoz hasonléan szekunder-messenger-ként a citoszol-ban oldott,
vagy membranhoz kotott proteinkinazok aktivalasara is képes (DoBROWSKA
és HARTSHORNE 1978).

Az eddig ismertetett transzmembran szignalok egymaéssal szoros ossze-
figgésben, sokszor egymassal antagonizalva, vagy mint redundins mechaniz-
musok, alternativ utakat képezve, de mindenképpen a citoszkeleton elemein
keresztil hozzak 1étre a fagocita sejtek aktivalédasat és vezetnek a fentebb mar
emlitett harom lehet8ség valamelyikéhez.

A citoszkeleton elemei

A citoszkeleton morfolégiailag elkilonithetd részei funkcionalisan éppen
olyan megbonthatatlan egységet képeznek, mint a ciklikus nukleotidak. Morfo-
logiailag és didaktikailag a citoszkeleton a hely- és helyzetvaltoztatasra képes
mikrofilamentumokbél és a sejt stabilitasaért felel§s szilardit6 elembdl,amikro-
tubulusokbdl, ill. az eddig még nem tisztazott jelentdségii intermedier fila-
mentumokbadl all.
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1. d@bra. Az aktin-miozin kapcsolédasanak vazlatos rajza

A mikrofilamentumok izom és nem-izom sejtekben miozinbél és aktinbol
allnak, a kiilonbo6z8 segéd-fehérjéken kivil (ScHAUB és WATTERsoN 1981,
WEATHERBEE 1981). A miozin egy hexamer alaki molekula,amely két, egyen-
ként 200 ezer dalton molekulasiily helikalis struktiraji heavy chainbél (HC)
all. A lancok NH, terminalis végén a helikalis struktira megsziinik, a lancok
globularis formaban visszatekerednek és két fejet képeznek (1. abra). Ezek a
fejek az aktiv centrumai az ATP hidrolizisének és reverzibilisen kotik az aktin
molekuldkat. Mindkét fej nem-kovalens kotéssel képes kotni egy-egy light
chaint (LC), melyek nagy affinitéssal kotik a Ca?* és Mg?* ionokat, tovabba
foszforilalhaték (P—LC). Molekulasulyuk 18— 20 ezer dalton. A masik az alkali
LC (A—LC) és altalaban a két fejben azonos. A partner fehérje az aktin egy
42 ezer dalton molekulasiilyd polipeptid, amely globularis (G-aktin), illetgleg
filamentum (F-aktin) forméaban lehet jelen. Nem-izom sejtekben a miozin
mennyisége valtozd, de nagyon alacsony, mig az aktin igen magas koncentracié-
ban fordul el§, amennyiben az eukaryota sejtek Gsszes fehérje tartalmanak
10—309,-at teszi ki.

A koncentraciéhoz sziikséges energiat nem-izom sejtekben is az ATP
szolgaltatja oly médon, hogy a kémiai energianak legalabb 409,-a alakul at
mechanikai munkéava. Ebben az energia konverziéban a miozin jatssza a leg-
nagyobb szerepet, mivel a molekula nemesak struktiir-fehérje és aktiv enzim
centrum egyben, de az energia konverzié is ennek a specialisan szervezett mole-
kulanak a segitségével jon létre. A molekula HC részének az a szakasza, ahol a
nyél a fejjel szomszédos, az ATP hidrolizisének hatasara alloszterikus valtoza-
son megy at. Vazizmok esetében az aktin filamentum a miozin molekulak k-
zott csuszik a szarkomer egyik vége fel6l a kozepe felé és igy kontrakeié kozben
az egész szarkomer rovidil. Szamos vizsgélat azt mutatja, hogy a miozin
keresztkotéseket képez a szomszédos aktin szalakkal és a szarkomer kozepe felé
tolja. Az aktinnak ezt az iranyitott mozgasat az a konformacié valtozas hozza
létre, melynek energia forrasa az ATP hidrolizise és amely a miozin fejek rotacié-
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jaban nyilvanul meg. Tovabbi vizsgéalatokkal tisztaztak, hogy az ATP bomlasa
ADP-re és P-re az ATP hidrolizise soran felhasznalhaté szabad energianak csak
159,-at szabaditja fel, ezzel szemben a ciklus elején a szubsztrat kotddése a
miozin fejekhez, valamint a ciklus végén a végtermékek release-e jelentik a
nagy szabadenergia valtozast. Nagy energiaji foszforilalt intermediereket nem
tudtak kimutatni, ami azt jelenti, hogy nyugalmi allapotban a szabad miozin
fejek csak igen lassi iitemben hasznaljak fel az ATP-t,ésezzel biztositjak a gaz-
dasagos ATP konszumpciot, tovabba azt, hogy az ATP—ADP arany igen ma-
gas maradjon és ne érje el az egyensiilyi allapotot. Tekintettel arra, hogy az
energianak csak kis hanyada szabadul fel a hasitaskor, az ADP-P termék a
miozin fejen marad, és ez a komplex egy energetikailag stimulalt allapotat
jelenti a miozinnak, relaxalt izmokban is. Az izom aktivalédésa utan a miozin
fejek és aktin szalak kozott a keresztkotések létrejonnek és ez az ADP-P
disszociacigjahoz és szimultan energia-felszabadulashoz vezet. Ez az energia
elegend6 azutan a mar targyalt konformacié valtozashoz, ill. miozin-fej rota-
ciéjahoz, amely végiil is a miozin és aktin relativ elmozdulasat eredményezi.
A ciklus végén ij ATP szubsztrat molekula kot6dik a miozin aktiv helyéhez és
ez a kotddés elég szabadenergiat szolgaltat ahhoz, hogy a miozin fej levaljon az
aktin szalrél. Nem-izom sejtekben a kontraktilis mikrofilamentumok hasonlé
aktivalédasa jatszédik le, mint az izomrostokban, és eltérés csak a Ca-ionok
regulalé szerepében mutathato ki.

Nyugvé sejtekben a citoszol szabad Ca?* koncentraciéja kb. 10-7 M.
Amennyiben ez a szint 10 % M-ra emelkedik,akontraktilis elemek aktivalédnak.
A vazizomzatban a Ca-ionok regulalé hatasa egy fehérje molekula segitségével
torténik, amely az aktin felszinén helyezkedik el. Ez a regulator molekula a
globularis fehérjébél, a troponinbél és egy szuperhelikalis struktiraji nyélbél,
a tropomiozinbél all (2. abra). A globularis troponin, mely 40 nm intervallu-
mokban helyezkedik el az aktin szalak mindkét oldalan,a troponin I, C és T
alegységekbdl all. Amikor a sejten beliil a Ca?* koncentracié alacsony, akkor a
tropomiozin csavarmenet kimozdul a vajulatokbdél és fedi az aktin szalak azon
pontjait, amelyek keresztkotésre képesek a miozin fejekkel. Ebben a helyzetben
az izom relaxalt allapotban van. Magas Ca?* koncentracié esetén a Ca’*
kot6dik a troponin C-hez és konformacié valtozast hoz létre. A tropomiozin
visszahelyezkedik a vajulatokba és a szterikus gatlas megsziinik. Az aktin-
miozin keresztkotések létrejohetnek és az izom kontrahalédik. A stimulacié
végén a citoszol Ca-ion koncentracigja csokken, a troponin C-rél a Ca®* levalik
és a ciklus kezd6dik el6rél.

A donté kilonbség a nem-izom sejtekben a szabalyozasnak azon médjan
alapszik, hogy a Ca-ion kotd, regulalé fehérje,a kalmodulin, nem az aktinnal,
hanem a miozinnal all szoros kapcsolatban. Magas Ca-ion koncentracidk eseté-
ben a Ca?* kotddik a kalmodulinhoz, és az igy aktivalt fehérje azutan aktivalja
azt a proteinkinazt, amelyik a miozin egyik kénnyiilancat (P— LC) foszforilalja.
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2. dbra. Az aktin és a reguldtor fehérjék kapesolata
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3. d@bra. A miozin aktivildsanak vazlata (simaizmokban és nem-izom sejtekben)

Az ily médon foszforilalt miozin affinitdsa az aktinhoz jelentdsen fokozodik,
a keresztkotések létrejonnek és ennek kovetkezménye a kontrakeié. A ciklus
végén a Ca-ion szint csokken, a Ca?* levalik a kalmodulinrél, a proteinkinaz
inaktivalédik, a P—LC-t pedig egy folyamatosan miik6dé foszfataz defoszfori-
lalja (3. abra). Igen érdekes, hogy a P—LC maga is képes kationokat kotni, és
igy nyugalmi allapotban Mg-ionok kot8dnek hozza, aktivalédaskor azonban a
105 M Ca* leszoritja a Mg?*-t. Meg kell jegyezniink, hogy mindharom Ca?*-
kotd fehérje, a troponin C, a kalmodulin és a P—LC filogenetikailag homolég-
nak tekinthetd.
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A szabalyozas tovabbi lehet§ségét rejti magaban, hogy béta adrenerg
stimulacié hatasara a cAMP dependens proteinkinaz foszforilalni képes magat
a miozin kinazt, mely ebben az allapotdban refrakterré valik az aktivalt kal-
modulinnal szemben. Ehhez a relexaciohoz hozzajarul még a Ca’?" szint csok-
kenése is, ami igy johet létre, hogy a cAMP dependens proteinkindz a membran
fehérjéket foszforilalva szimultin képes fokozni Nat (K+ és a Nat)Ca’*
transzportot is, amely végiil is az intracellularis Ca?* szint tartés csokkenéséhez
vezet.

A nem-izom sejtekben az aktin aggregalt monomerek, ill. polimerek for-
majaban van jelen és feltételezik, hogy csak a sziikségletnek megfelelgen rende-
z6dik filamentumok formajaban. Az aktin polimerizaciés-depolimerizaciés
egyensilyat kiillonbozd segéd-fehérjék szabalyozzak, melyeknek fiziolégiai
szerepe csak részben tisztazott. A DNAaz I és a profilin 1 : 1 aranyi keverék-
ben komplexet képeznek a G-aktinnal és gatoljak annak a polimerizacigjat.
Ezzel szemben az alfa-aktinin, mely a dense body-hoz és tapadasi plaque-hoz
ko6tédik az aktin polimerizaciét és a filamentumok lehorgonyozasat segiti eld.
Az aktin binding protein (ABP) az aktininnel ké6zosen, az aktin gelaciot segiti
el§, és megfelel§ korilmények kozott eldsegitheti a hiromdimenziés rigid aktin
halézat (lattice) vagy az aktin kotegek kifejlédését. A filamin nem-izom sejtek-
ben az F-aktinhoz kiotédve gatolja az aktin-miozin interakciét.

A mikrotubulusok az eukaryota sejtek alakvaltozasaért és stabilitasaért
felelgsek, bar legfontosabb feladatuk kétségteleniil sejtosztédas zavartalan
lebonyolitasa (Dustin 1980, KirscHNER 1978). A mikrotubulusok paros al-
egységekbdl allnak (dimerek), amelyeknek mindegyike egy o és egy  tubulint
tartalmaz. Ezek 50—55 ezer dalton molekulasilyi globularis fehérjék, amelyek
kolhicin, ill. vinblasztin-k6t8, tovabba GTP és GDP-kotd helyeket hordoznak.
A dimerek, megfelels pH-jui és Ca’?*-mentes kozegben in vitro is polimerizaléd-
nak. A mikrotubulusok organizalédasa mindig az amorf tubulinbél 4116 centri-
olumokbél indul ki. A dimer gyfiriivé, kettds gyiiriivé vagy spiralla alakul,
mig a protofilamentumok inkabb lappa alakulnak és csak késébb zarédnak
csovekké (4. abra). A mikrotubulusok képz&désének szabalyozéja, mint errsl
mar volt sz6, a kalmodulin, mely gatolja a képzidését és fokozza a depolimeri-
zaciét. A mikrotubulusok igen érzékenyek a hémérsékletcsokkenésre és az
intracellularis nyomas fokozédasara. A microtubule associated proteins (MAPs)
kb. 200 ezer dalton molekulasilyu kisegit6 fehérjék, amelyek a tau-proteinnel
egyiitt facilitaljak a mikrotubulus képz&dést, bar maguk nem épiilnek be a
tubulusokba. A tubulusok felszinén elhelyezkedd MAP résztvehet kereszt-
kotések képzésében és igy a sejt alaki stabilitasanak fenntartasaban szerepet
jatszhat. A mikrotubulusok GTPaz aktivitassal rendelkeznek, és N, ill. E kotd-
helyeiken mind a GTP-t, mind a GDP-t megkotik, mégis a mikrotubulusok
organizaciéjanak energiaforrasa nem tisztazott. Az N kotShelyhez kapcsolodé
GTP, jelzett GTP-vel végzett vizsgalatok alapjan 11 assembly/disassembly
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4. dbra. A mikrotubulus polimerizacié vazlata

cikluson keresztiil valtozatlanul maradt a kotésben, ezért feltételezik, hogy ezen
a kot6helyen a GTP-nek csak struktir szerepe van. Az E kotGhelyen elhelyez-
kedé GTP hidrolizalhat6, de mint kideriillt nem az organizacioban, hanem a
depolimerizaciéban van szerepe, mivel az utébbi az energiaigényes folyamat.
Az E helyhez ko6t6d6 GDP ezzel szemben stabilizal6 hatasi és a tovabbi poli-
merizaciét gatolja.

Végiil a citoszkeleton elemei kozé tartoznak az intermedier vagy 100 A
filamentumok, melyek minden emlds sejtben megtalalhatok. Kémiai vizsgala-
tukat is elvégezték és kimutattak, hogy kb. 54 ezer dalton molekulasilyi
egységeinek aminosav osszetétele a legkiilonb6z6bb speciesek esetében azonos.
Szerepérdl rendkiviil keveset tudunk. Erdekes az az adat, hogy kolhicinnel
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kezelt sejtekben a mikrotubulusok eltlinése utan az intracelluldris mozgasok
jellege megvaltozik és ugyanakkor a 100 A filamentumok mennyisége rendkiviil
megnd (WANG és GoLpman 1978).

A citoszkeletont karosité vegyiiletek hatdsa a fagocitak miikodésére

A citoszkeleton mindharom komponense kiilon-kiilon és egyiittesen is jol
vizsgilhaté immunfluoreszcens, vagy elektronmikroszképos technikak alkal-
mazasaval,és mar szemikvantitativ eljarasok is rendelkezésre allnak (BERLIN
és OLIVER 1978). A citoszkeleton funkcionalis vizsgalatara azonban az ad
lehet8séget, hogy a mar emlitett kolhicin és a vinca alkaloidak kozé tartozé
vinblasztin és vinkrisztin a tubulin dimerhez kot8dve gatolja a tubulusok orga-
nizacigjat. A glutathion-oxidalé szerek, mint a dikarboxilsav vagy a tercier
butilhidroperoxid a mikrotubulusok dezorganizaciéjat valtjak ki. Mindharom
vegyiiletcsoport esetében nehézséget jelent az a tény, hogy a mikrotubulusok
szamos mas, a sejt szamara életfontossagi folyamatban iranyitoé szerepet tolte-
nek be. A citoszkeleton mikrotubulusaira vonatkozéan a fenti készitményekkel
végzett in vitro kisérletekbdl igy csak fenntartasokkal vonhatunk le kovetkez-
tetéseket.

A Cytochalasin B a mikrofilamentumok kialakulasat gatolja oly médon,
hogy a fagocita sejtek aktin binding proteinjéhez (ABP) kotddve gatolja az
aktin gelaciojat az aktivalas soran. Az aktin polimerizaciéjat gatlé kémiai
anyagot nem ismeriink. Nem szerencsés az sem, hogy a Cytochalasin B a
mikrofilamentumokat karosité koncentraciéban gatolja a sejtek cukor fel-
szivodasat.

A citoszkeleton funkcionalis vizsgalatai (OLIvER 1978) arra mutatnak,
hogy fagocitakban akar a kolhicin-vinblasztin, akar a Cytochalasin B kezelés
azokat a folyamatokat gatolja, amelyek alapvetéen membran-dependensek,
igy pl. zavart szenved a sejtek helyvaltoztatasaval jaré migracié, kemotaxis,
tovabba a fagocitézis és a lizoszéma iirités. Az elmondottakbdl kovetkezik,
hogy karosodik az aktivalas végeredményét jelentd intra- vagy extracellularis
killing fokoz6das. Cytochalasin B gatolja a random sejtmozgasokat, igy a sejt-
migraciot, receptor aktivitast és a fagocitézist, ezzel szemben fokozza a lizo-
szomalis enzimek iiritését és a ,,respiratory burst” oxidaciés termékeinek fel-
szabadulasat. A kolhicin gatolja az iranyitott mozgéasokat, mint a kemotakti-
kus ingerre adott valaszt, a fagocitézist és a lizofagoszémak kialakulasat, azaz
az intracellularis killing-et. A mikrotubulusok igy feltehetéen a nagy membran-
mozgasok elGkészitésében vesznek részt és hianyukban nem kovetkezik be a
lizoszémak membranjanak egybeolvadasa a fagoszéma membrannal vagy a
plazmamembrannal.

Ez a jelenség tobb okra is visszavezethetd, de talan az egyik legfontosabb
megfigyelés, hogy a kolhicin bar csak kisebb mértékben gatolja a fagocitézist,
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a levalé fagoszomamembran ezekben az esetekben szamos fontos fehérje és
lipid komponenst nem tartalmaz, ami az intramembran mozgasok karosodasara
utal.

A citoszkeleton szabdlyozé szerepe az aktivilds egyes lépéseiben

A fagocita sejtek aktivalédasanak elsé 1épése a receptor-ligand kapcesolé-
das. Az Fec és C3b receptorok esetében a ligandként szerepld IgG, ill. komple-
ment 3. komponens csak akkor képes aktivalni a sejtet, ha a receptorok stiriiso-
dése a membran megfelel6 régiéiban bekovetkezik. Ennek eléfeltétele, hogy a
receptorok szabadon mozogjanak a lipid bilayer vizes fazisaban és a membran
kiils6é vagy belsd oldalan egymassal keresztkotések képzGdhessenek. A citosz-
keleton elemeinek ismeretében igen tetsz8s volt tehat az az elképzelés, hogy a
reakcié kezdetén a receptorok mintegy le vannak horgonyozva a mikrotubulu-
sokhoz, ezért a receptorok siiriisodésének eléfeltétele a mikrotubulus depoli-
merizacié, mely az ,,anchorage’ megsziintetését eredményezi. Fluoreszceinnel
jelzett Koncanavalin A, vagy IgG kolhicinnel kezelt sejtek egyik polusan
helyezkedik el, jellegzetes cap-formaban, mig kezeletlen sejtekben a jelzett
ligandok homogén kot§dést mutatnak a sejt egész felszinén. A tovabbi részletes
vizsgalatok azutan arra mutattak, hogy az aktivalodas fiziolégias koriilmények
kozott éppen ellenkezbleg, egy gyors és intenziv mikrotubulus polimerizaciéval
kezdddik és a receptorok stirtisodése ezzel egy idében kovetkezik be. A mikro-
tubulus polimerizacié gy latszik eléfeltétele az aktin polimerizaciénak és a
receptorsiirtisodés helyén kialakult mikrofilamentum stirtisédésnek. A mikro-
tubulusok dezorganiziciéja idGben csak késébb kovetkezik be. A mikrotubulu-
sok polimerizalédasa az egész sejtben megfigyelhets, mindig egy kozponti
centriolumbél indul ki, és a keletkezett halézat radialisan, a tér minden iranya-
ban kialakul. Az aktin halé ezzel szemben szorosan a cap alatt helyezkedik el és
a sejtnek csak bizonyos régiéjara vonatkozik (OLIVER 1978).

Amikor a sejt aktivalasa olyan liganddal torténik, amely keresztkotések
létrehozasara nem alkalmas, pl. kemotaktikus peptidek esetében, a mikrofila-
mentum halézat diffiz és a sejtnek a kemotaktikus inger irdnyaval megegyez6,
dn. vezérélen helyezkedik el.

A sejt aktivalas kovetkezd 1épését — mint mar errél sz6 volt — az inger-
ként szerepld ligand hatarozza meg. Inkorporacio csak akkor kovetkezik be,
ha a receptor-ligand komplexek a sejt meghatarozott régiéjaban vagy régiéiban
stirfisodni tudtak. Amennyiben a ligandként szereplé IgG és/vagy C3b frag-
mentum szabad végéhez korpuszkularis antigén kapcsolédik a fagocitézist az
dn. ,,zipper-model” szerint képzeljiik el (SILVESTRIN és Lo1kE 1980). Ennek eld-
feltétele, hogy az antigénként fellép6 korpuszkulum-antigén determinansai
homogénen helyezkedjenek el a korpuszkulum felszinén, és a korpuszkulum
koriil feltiiremld membran minden iranyban fogaskerékként tudjon receptorai-
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val beilleszkedni az antigént borité ligandok kifelé allé6 terminalis, receptorhoz
ill§ részeivel. A zipper-model szerint torténd fagocitézis masik eléfeltétele igy az
hogy az antigént a ligand homogén, egész membranra kiterjedd médon boritsa
be (5. abra és 6. abra). A fagocitozis szakaszaban az egész sejt teriiletén csok-
kent a mikrotubulusok mennyisége, és a ligand-kotés régidjaban kialakult
lobopédiumban intenziv aktin polimerizacié, valamint nagy mennyiségli miozin
mutathaték ki. Ezt a folyamatot a mikrotubulusok egész sejtre kiterjedd
polimerizaciéja inditja el. A mikrotubulusok szerepe a fagocita sejtek aktivala-
saban tehat dontd jellegii, és inkabb indirekt szabalyozas, amelynek mechaniz-

5

5. abra. Fagocitézis a ,,zipper modell” szerint

E

g
%ﬁ

6. dbra. Kontraktilis fehérjék sirlisodése a receptor-ligand kotés régiéjaban
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musat nem ismerjik. HARTWIG és mtsai (1980) munkéja alapjan annal jobban
ismerjiik a lobopédiumban lezajlé jelenségeket, melyek végiil is az egész memb-
ran rész bekebelezéséhez vezetnek. A lobopédiumban a frissen polimerizalédé
aktin filamentumok el6szér random-szerden helyezkednek el, majd késébb
egyre inkabb parallel elrendez8déshen futnak a lobopédium hossztengelyével
parhuzamosan. Az els§ reakcié természetesen a G-aktin atalakulasa fibrillaris
F-aktinna, amely 1épést a fagocitakban az ABP katalizalt (7. és 8. abra). A lobo-
podiumban létrejonnek az F-aktin-ABP keresztkotések, amelynek eredménye
aztan egy gélallapotd rigid lattice kialakulasa. Kz a gél ATP hatasara in vitro is
kontrahalédik, mig kis koncentraciéhan a Ca?* fokozza, ill. magas koncentra-
ciéban gatolja. A lattice Ca®>* érzékenységét egy ,,gelsolin” elnevezésii segéd-
protein szabalyozza (HELEN és StosseL 1979). A lattice-be agyazva, inkorpo-
ralva miozin molekulak helyezkednek el, melyek az izometrias tenziét general-
jak. Jelenlegi elképzelésiink szerint a membran bels, citoplazma felé esd
részében levé ABP levalasa az els6 1épés, mely az aktin atalakulasat meginditja,
abban a membran régiéban, ahol a kiilsé felszinen a receptor-ligand ,,cap” mar
el6zdleg kialakult. Az ADP levalasanak (aktivalodasanak) el6feltétele a gyors,
atmeneti mikrotubulus polimerizacié és kovetkezménye a mikrotubulus teljes
és gyors szétesése a lobopédium teriiletén. A mikrotubulus halézat a sejt nem
érintett teriiletein ép és funkciéképes. Az atkapesolédas mechanizmusa nem
ismert. Az aktin lattice, amely a membran belsé részéhez tapad, arra hizéerdt
gyakorol és a membrant begyftiri a partikulum iranyaba, igy a membran lassan
elmozdul a partikulum alatt, a partikulum tjabb és ijabb membranrészekkel
érintkezik, mely ijabb ABP mennyiségek felszabadulasat eredményezi. A lobo-
podium széli részeibe épiilt miozin ugyanakkor djabb aktin szalakat von be a
lattice képz&désbe. A lobopédiumban kiviilrél befelé egy rigiditasi gradiens
alakul ki, mely szerepet jatszik a Ca’* csatornak megnyitasaban. A Ca?*
bearamlas azutan a cap alatti membréan régiéban gelaciét hoz létre, mikozben
az aktin kotegek mindjobban hizédnak a kisebb rigiditasu hely felgl a nagyobb
rigiditasti hely felé. Az ismertetett jelenségek jé magyarazatat adjak a mar
emlitett zipper-modell szerinti inkorporaciénak. Az inkorporacié aktusat a ki-
tiiremkedett membran részek 6sszezarulasa fejezi azutan be, a korpuszkulum
felett. A lizofagoszéma kialakulasat az intracellularis cAMP szint emelkedése
gatolja, mig a cGMP fokozza. Ez mar onmagaban is indokolja, hogy a folyama-
tot a citoszkeleton fontos szabalyozasi teriiletének tekintsiik. A tények azonban
ennek ellene szélnak. Sem a Cytochalsin B, sem a vinblasztin ugyanis nem be-
folyasoljak dont6 médon a lizofagoszomak fizigjat (OLivEr 1978). Ennek egyik
oka talan az, hogy a vizsgalatok dontéen monolayer kultirakban torténtek, és
az adheralt sejtekben a mikrofilamentumok polarizéiciéja csak lassan kovetke-
zik be (BERLIN és OLIVER 1978). A fizié el6feltétele, hogy a fagoszomat véds és
korilotte rendez6dé aktin-gél eltiinjon a régiohél. Ezt a folyamatot az djra
organizil6dé mikrotubulusok inditjak el. gy az egyetlen biztos adat, hogy
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vinblasztinnal kezelt sejtekben a lizofagoszéma fuiziéja id6ben elhiiz6dé. Ennek
megfelelden az intracellularis killing is lassi.

Az intra- és az extracellularis killing dont6 médon fiigg a lizoszomak intra-
és extracellularis urilésétsl, a proteazok és az ,,oxidative burst” termékeinek
szintézisétdl. Ezeket a folyamatokat a vinblasztin egyértelmiien gatolja, mig a

Cytochalasin B fokozza.

A citoszkeleton miikédésének szabdlyozdsa fagocitakban

A mikrofilamentum regionalis képz8dését, mint errdl sz6 volt, a mikro-
tubulusok gyors és provizérikus polimerizaciéja inditja el, igy szerepiik a
fagocita sejtek aktivalédasaban inkabb indirekt médon, de kozponti jelents-
ségli. Azt is emlitettiik, hogy a depolimerizaciot elgidézs atkapcesolas mechaniz-
musarél semmit nem tudunk. Jol ismertek azonban azok a tényezfk, melyek a
mikrotubulusok gyors szintézisét és szétesését kivaltjak az aktivalt fagocitak-
ban. A mikrotubulusok polimerizacigjat az intracellularis cAMP szint emelke-
dése gatolja, mig a cGMP szint novekedése fokozza. A cAMP szint emelkedése
nem okoz mikrofilamentum dezorganizaciét, mivel a depolimerizaciéval jaro
cAMP szint emelkedés inkabb kévetkezménye, mint oka a mikrotubulusok szét-
esésének (MALAWISTA és mtsai 1978). A citoszkeleton és a ciklikus nukleotidak
szoros kapcsolatara utal, hogy vorosvérsejtekben az izolalt citoszkeletalis kom-
ponens jelentds adenilciklaz aktivitassal rendelkezik (SAHYOUN és mtsai 1981).
Igy a funkcionalis kapcsolatnak szoros strukturalis kapesolat képezheti az
alapjat. A ciklikus nukleotidakon kiviil, a fagocita sejtek H* statusa is donté,
szabalyozé szerepet jatszik a citoszkeleton miikodésében. Mar régita ismeretes,
hogy a legkiilonb6z8bb oxidalé agensek képesek aktivalni a fagocita sejteket,
tovabba, hogy a fertzéssel és a tumorsejtekkel szembeni védekezés lényegében
az effektor sejtek glutathion-SH statusanak fiiggvénye (OLIVER 1978). Exogén
oxidalé dgensek, valamint az intracellularis ,,oxidative burst” oxidacié iranya-
ban valé eltolédasa, pontosabban az oxidalt glutathion mennyisége, a mikro-
tubulus depolimerizacié legfontosabb és leggyorsabb triggere. A mikrotubulu-
sok szétesése ugyanakkor az intracellularis pH emelkedésével jar. A szabalyozas
igen altalanos lehetdségét rejti magaban az a tény, hogy TILNEY és mtsai
(1978) kisérletei szerint kiilonb6z8 ionofor hatasi vegyiletek aktin polimeri-
zaciét kivalté hatasa nem a kation transzportalé hatasokkal fiigg 6ssze, hanem
a kation transzporttal kapcsol6dé H* leadassal. jgy a H' veszteség ellentéte-
sen hatna a citoszkeletont képezd két komponensre.

A fagocita sejtek szabalyozasaban a citoszkeleton tehat centralis helyet
foglal el és mintegy a karmester szerepét jatssza akiilonb6z8, egymastél ma
még tobbé-kevéshé fiiggetlennek tekintett szabalyozéasi rendszer kozott. Ez
morfolégiai és biokémiai vetiiletében is igaz.

Fel kell azonban ismerniink, hogy az itt ismertetett kisérleti tények mar
tilnének az immunolégia keretein, bar gyakorlati jelent&ségiik a fertdzéssel
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szembeni védekezéshen, az arterioszklerdzis kutatasban és végil a rakkutatas-
ban felbecsiilhetetlen.

Most szeretnénk hangsilyosan megemliteni, amit eddig nem tettiink,
a fagocita sejtek kivaléan alkalmasak modell-kisérletek szamara részben techni-
kai, részben pedig elvi okokbél: konnyen hozzaférhets és in vitro jol tenyészt-
het§ sejtek, amelyek tetszés szerint vizsgalhaték aktiv és inaktiv allapotban.
Elegend6 mennyiségben éllnak rendelkezésre még human vizsgalatok esetében
is, igy egyszerre végezhetdk el a morfolégiai és biokémiai vagy biofizikai kisér-
letek. Végiil, fiziologiai szerepiik jol ismert és funkcidjuk valtozasa adekvat
kisérleti rendszerekben meghatarozhata.

A szabalyozasnak azonban az a mechanizmusa, melyet ismertettiink,
nemcsak a fagocita sejtekre érvényes. Az eukariota sejtek miikodésének e
szabalyozasa szinte altalanos érvényt az eddigi vizsgalatok alapjan, és szépsége
és jelent&sége éppen ebben csicsosodik ki.
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