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Az elmilt dekadban a leukocita kemotaxis biokémiai és fizioldgiai folya-
mataira vonatkozé ismereteink jelentGsen gazdagodtak.

Ez részben annak tulajdonithaté, hogy a leukocitak szeparilasiara és
tisztitasara, a kemotaxis kvalitativ és kvantitativ mérésére a korabbinal jobb
modszerek kidolgozasara és bevezetésére kerilt sor, tovabba az a tény,
hogy néhany kemoattraktans szerkezetét sikeriilt részletesebben is megismerni.

Kiilonosen jelentdsek azok a vizsgalatok, amelyek a kemotaxis soran a
leukocita felszinén (membranjaban) lejatsz6d6 eseményeket tanulmanyoztak.
A kozleményiink ezeket az eredményeket foglalja ossze.

Utalunk azonban a kemotaxissal kapcsolatos, altalunk nem emlitett,
egyéb biokémiai folyamatokat ismerteté jelent&sebb Gsszefoglalékra: ZicmoND
1978, GaLuin és Quie 1978, GarLin 1980, AnNToNI és mtsai 1979—1980,
BEckEeRr 1980.

A sejt migraciéja — helyvaltoztatisa — biokémiai folyamatok sorozata-
nak kovetkezménye, amelyik egyik kiemelkedd jelensége az intracellularis
aktomiozin polimerizaciéja és kontrakciéja. A kemotaxissal foglalkozé kutata-
sok egyik legizgalmasabb problémaja megismerni e komponensek aktivaciéja-
hoz vezeté molekularis eseményeket. Az eddigi vizsgalatok a kemotaxisban
harom f6 folyamatot kiilénitenek el:

1. Az attrakténs, ill. a koncentracié gradiensnek a ,,felismerése” (az
érzékelés vagy szignal mechanizmusa).

2. A felismerési szignal atvezetése a plazma membranon (a transzdukcié
vagy transzmisszié mechanizmusa). '

3. A sejt citoszkeleton elemeinek aktivaciéja (a kontrakcié mechaniz-
musa).

Osszefoglalénk a plazmamembran eseményeire szoritkozik, igy az 1. és 2.
mechanizmust kivanjuk ismertetni.

Roviditések: CT, kemotaktikus; PMN, polimorfonuklearis; SAM, S-adenozil-metionin; PL,
foszfolipidek; PE, foszfatidil-etanol-amin; PC, foszfatidil-kolin; CDP-, citidin-difoszfo-
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1. Az ,.érzékelés’ mechanizmusa
29

1.1 Specifikus receptorok

A leukocita a kemoattraktans vegyiiletnek nemcsak a struktirajat és
koncentraciéjat, hanem a gradiens iranyat is felismeri (vektoralis effektus).
A szignal vektoralis természetének megfelelGen, a molekularis mechanizmusnak
feltételezhetGen komplexebbnek kell lenni, mint pl. a hormonra vagy a neuro-
transzmitterekre érzékeny célsejteknek.

Az elmult évek latvanyos eredményei kozé tartozott, hogy kimutattak
(SHOWELL és mtsai 1976, WILLIAMS és mtsai 1977, ASWANIKUMAR és mtsali,
1977, CueNOowWETH és HucL1 1978, SPILBERG és MENTA 1979) a leukocitak fel-
szinén a kemoattraktansra specifikus receptorokat.

Korabban WiLkinsoN és McKay (1971 és 1972) majd WiLkinson (1973)
hivta fel a figyelmet arra az osszefiiggésre, hogy a CT aktivitasi proteinek (pl.
kazein, ill. annak alfa, béta frakcii, szérum-albumin, laktalbumin) apolaris
csoportjaik révén nagy affinitist mutatnak a leukocita membran hidroféb
csoportjaihoz.

Feltételezés szerint ezek a fehérjék konnyen ,,athatolhatnak’ a foszfolipid
felépitési membranon. Nem sokkal ezutan ScHIFFMAN és mtsai (1975) formil-
oligopeptidekrdl bizonyitotta be a kemoattraktans tulajdonsagot.

Az egyik leghatasosabb (10-1Y M koncentracichan kemotaxist elGidézd)
molekuldt mutatja az 1. abra.

Mintegy 90 hasonlé szerkezetd peptid tanulmanyozasabol derilt ki,
hogy az N-terminilis formil csoport és az apolaris oldalesoportok sziikségesek
a biolégiai effektushoz. Ehhez nemesak az oldalesoportok hidrofob karaktere,
hanem azok sorrendje is fontos, mert pl. a két utols6 aminosav sorrendjének
valtoztatasa az aktivitas egyharmadra valé csokkenését eredményezi. Kiderilt
tovabba az is, hogy a kemotaxishoz az aminosavaknak L-konfiguraciéjinak
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I. dbra. Az N-formil-metionil-leucil-fenilalanin (formil-peptid) szerkezete
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kell lennie. Jogosan vet6dott fel tehat, hogy a neutrofil sejtek felszinén a formil-
peptidekre sztereoszelektivek a receptorok. A receptort egy idében, egymastél
figgetleniil két kutatécsoport (ASWANIKUMAR és mtsai 1977, WiLLIAMS és
mtsai 1977) is leirta, az egyik human PMN-re, mig a masik nyl neutrofilokra.
Kisérleteik szerint — a tricialt formil-peptid — 37°C-on human PMN-eken a
maximailisan kot6d6 molekulanak fele 2 percen beliill megtalalhaté (WiLLiams
és mtsai 1977) és mintegy 10 perc milva egyensiily all be. A Kd 12—14 nM.
Szamitasok szerint human PMN-en 2000, mig nyiil leukocitakon 10° kotShely
van. Ezek szama azonban nem allandé, mert a formil-peptid receptorok szama
a kemotaxis soran novekedhet (FLETCHER és mtsai 1982). Megallapitottak azt
is, hogy szoros korrelacié van a k6t6dés mértéke és a biolégiai aktivitas nagy-
saga kozott. A receptor természetére WILKINSON és ALLAN (1978) végeztek
kisérleteket lipid-specifikus bakterialis toxinokkal. Ezek gatoltak a kemotaxist,
ami arra utalt, hogy a receptorok lipid komponenseket is tartalmaznak.

GoETzL és mtsai-nak (1981) sikeriilt human neutrofil formilpeptid recep-
torokbél harom kiilonb6zé (68 000, 94 000 és 40 000) molekulasilyi fehérjét
izolalni. Az izolalt receptorokra jellemzd, hogy a hidroféb aminosavak képezik
a fehérjék mintegy 409,-at. A formil-peptidek maximalis kotGdésének pH
optimuma 6,75, ennek 609,-a talalhaté, ph 7.6-nal (NIEDEL és mtsai 1979).

Kimutattak tovabba, hogy a formil-peptid receptorok a sejt felszinén
(a plazmamembranban) egyenletesen oszlanak el. A receptorhoz kotott attrak-
tans molekula (az izotéppal jelzett ligand) kezdetben a felszinen talalhaté
(1—2 percig). Ezen id6n beliil lehet csak eltavolitani a ,,kot6d6tt” molekulakat
proteaz vagy felesleghen adott jelzetlen peptiddel. Késébb a ligandok aggrega-
l6dnak a leukocitak felszinén, ,,foltok’ alakulnak ki, majd internalizalédnak
(endocitozissal) a citoplazmaban. Hogy ezen folyamatoknak — az aggregacié-
nak, az internalizdciénak — mi a kapcsolata a kemotaktikus valaszhoz, arra
ma még nem lehet vilaszt adni. Jéllehet a jelenség nemcsak a kemoattraktan-
sokra jellemz8, hasonl6 jelenséget lehetett megfigyelni IgE-vel, inzulinnal és
novekedési hormonnal is. (JAcoBs és mtsai 1978, SHECHTER és mtsai 1979).
Az internalizalédott vegyiilet-receptor komplex a citoplazmaban még 3—10
percig kimutathaté, majd alizoszomaval torténd fiizié utan protelitikus degra-
dacié eredményeként peptid fragmentek keletkeznek, melyek valamilyen
mdédon kikeriilnek a sejtbdl. Az internaliziciot kovet§en azonban egy bizonyos
ideig az eredeti membran struktira nem all helyre. Ez a magyarazata lehet a
deaktivacié jelenségének. Nevezetesen, hogy azon sejtek, melyeket kemotaxist
el6idéz6 koncentraciéju attraktanssal elézetesen kezeltek, majd ezt kovetden a
sejteket kimostak, az attraktansok ismételt adasa nem idézett el§ kemotaxist.
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1.2 Nat—K+t—ATPadz

NUNGESTER méar 1951-ben kozolte, hogy a leukocitak kemotaxisahoz egy-
és kétértéki kationokra (Na*, K+, Mg?*, Ca?™) feltétleniil sziikség van. Ezzel
kapcsolatban most csak egy enzimre, a Na®—K*—ATPazra hivjuk fel a
figyelmet. SHA’AFI és mtsai (1976) kozolték, hogy nyil PMN leukocitdk memb-
ranjaban Na*—K*— ATPaz talalhaté. A Na®—K*-pumpa miikédése sziiksé-
ges, hogy a PMN a maximalis kemotaxissal valaszoljon az attraktansokra.
Ennek alapjat SHOWEL és BECKER (1976) vizsgalatai bizonyitottak, nevezete-
sen, hogy extracellularisan adott K+ (5.5 mM) mintegy 2 x -re fokozta a neutro-
filok migraciéjat, de csak Na™ ion jelenlétében. Az oubain (5 x 10-% M) azonban
csak a K+ fokozé hatasat gatolta és nem magat a migraciét. A kemotaktikus
anyagok aktivaljak a Nat— K+ —ATPaz-t, mert izolalt leukocita membranban
kozvetleniil mérni lehetett az enzim aktivitasanak novekedését (BECKER és
mtsai 1978), tovabba azt, hogy a CT anyag adasa utan a K7 transzportja
fokozodott a sejtekbe, mig a Na*t az extracellularis térben jelent meg (Nac-
CHACHE és mtsai 1977). Hogy a CT anyagok hogyan aktivaljak az enzimet, nem
ismert. Az sem, hogy az enzim aktivalasa miért vezet maximalis CT valaszhoz.

2. A transzdukcié mechanizmusa

2.1 A foszfolipidek metildciéja és a foszfolipdazok

A kutatasokhoz az analégiat a baktérium kemotaxis vizsgalata soran
kapott eredmények szolgaltattak. ArRMsTRONG (1972), majd SPRINGER és
KosarLanp (1977) mutatta ki, hogy metil-transzferaz enzim vagy SAM hiany-
mutans képtelen kemotaxisra. A human makrofagokban PIKE és mtsai (1978,
1979) mutattak ki, hogy a metiltranszferazok gatlasa a kemotaxist is gatolja.
Ez a megfigyelés vezette HIRATA munkacsoportjat (1978) a neutrofilok kemo-
taxisaban a membran foszfolipidek metilaciéjanak vizsgalataban. Az eredmé-
nyek ismertetése el§tt hasznosnak latszik a plazma membran szerkezetét va-
zolni. A kiilonfélefoszfolipidek a membranban aszimmetrikusanhelyezkednek el,
igy foszfolipiak a nagy részét képez6 foszfatidiletanolamin (PE) a citoplazma
oldal feldl, mig a foszfatidilkolin (PC) a membran kiilsé felszinéhez kozel he-
lyezkedik el. (CHAP és mtsai 1977, RoOTHMAN és LENARD 1977.) A metilaciét két
enzim, a metiltranszferaz I (szubsztratja a PE) és a II (melynek terméke a
PC) (HirATA és mtsai 1978) végzi. A folyamat sémajat a 2. abran mutatjuk be.

A PL-ek metilaciéja vektorialis. Megindul a citoplazma oldal fel§l, ahol
a metiltranszferaz 1 enzim talalhaté. A masik enzim, a metiltranszferaz 11,
a foszfatidil-N-monometiletanol-amint metilalja PC-a. Ez az enzim viszont mar
a membran kiils6 felszinéhez kozel helyezkedik el. Radioizotéppal jelzett metil
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2. dabra. A foszfolipidek transzlokaciéja a membrén bels6 oldalarél a kiils6héz (PC: foszfatidil-
kolin; PE: foszfatidil-etanol-amin; MT1 és MT2: metiltranszferdz enzimek)

csoportokkal mutattak ki, hogy 2 percen beliil a PL-ek metilalédnak, mikézben
transzlokalédnak a citoplazma oldalrél a membran kiilsé oldalara (HiraTA és
AxELROD 1980). Még annyit sziikséges ismerni, hogy az emlitett PC szintézis
csak a ,,minor’ utat jelenti, mert a PC-ek elssorban a CDP-kolin titon szinte-
tizalédnak (KENNEDY és WEIss 1956).

A lipidek gyors, vektorialis atrendezddése (transzlokaciéja) jelentSsen
befolyasolja a membran fluiditasat. A PC mennyiségének novekedése a viszko-
zitas csokkenését eredményezi. A két metiltranszferaz mikodése, ill. a foszfo-
lipidek transzlokaciéja fontos esemény a kemotaxis mechanizmusaban. Neutro-
filokat inkubaltak H?3-metioninnal, majd stimuléltak formil-peptidekkel, azt
kaptak, hogy perceken beliil a metionin metil-csoportjainak inkorporaciéja a
PL-be leallt (HirATA és mtsai 1978). Elvileg a csokkent beépiilésnek lehet oka a
metilacié gatlasa, de lehet oka a metilalt lipidek nagyobb mértékii degradaciéja
is. Mivel az el6zetesen jelzett lipidek az attraktanssal kezelt leukocitakban
gyorsabban tlintek el, mint a nem kezeltben felmeriilt, hogy az attraktansok
novelik a metilalt PL-ek degradaciéjat. Ez id6ben valt ismertté, hogy mas
biolégiai jelenségek (pl. hisztamin felszabadulas, mitogenezis) soran a PL meti-
lacigja egyiitt jar a Ca®t-nak a sejtekbe torténd bedramlasaval. JolleKet a
pontos mechanizmus nem ismert, valészinti a membran fluiditasa novekedésé-
vel megnyilnak a membran Ca?* csatornai. Amennyiben nem tud elég PC
képz6dni a membranban, ez a jelenség nem kovetkezik be. Ezzel lehetne azt
magyarazni, hogy a SAM dependens transzmetilaciés reakciék miért sziiksége-
sek a kemotaktikus valaszhoz. PIKE és SNYDERMAN (1981) szerint a metilacié a
szignal vezetését jelenti és talan a mozgas folyamatos fenntartasahoz is sziiksé-
ges. Az eredmény mindenesetre az, hogy kemoattraktansok hataséara a neutro-
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filok permeabilitasa Ca?*-ra (és Na*-ra) jelentésen megnovekszik (SHOWELL
és BECKER 1976). Azt is megfigyelték, az intracellularis raktarakbol ezzel egy-
idejiileg a Ca?* felszabadul (PETROSKI és mtsai 1979). Végiilis dtmenetileg a
szabad (citoplazmatikus) Ca®* szint megemelkedik. Ennek pedig egyenes kovet-
kezménye a membrankotott foszfolipazok (elsGsorban az A,) aktivacidja
(Franson és WarTE 1978).

HirATA és mtsai (1979) szoros osszefiiggést mutattak ki a leukocitak
kemotaxisa és a foszfolipidek foszfolipaz A, altal torténé degradaciéja kozott.
Elsésorban a PC degradalédik és lizofoszfatidil-kolin és arachidonsav keletkezik
(ez utébbit djabban kezdik hasznilni még ismeretlen vegyiiletek esetleges CT
hatdsinak gyors mérésére). Hogy neutrofilokban a kemotaxis és a foszfolipaz
A, aktivaciéja kozott osszefiiggés van mutatja, hogy quinacrin, mely foszfoli-
paz A, enzim gatlé (jelenlétében nincs arachidonsav felszabadulas) egyttal
gatolja a kemotaxist is. Egy masik enzim gatlo — a 21-foszfohidrokortizon —
gatolja az arachidonsav megjelenést és a kemotaxist (HIRATA és mtsai 1978).
Az emlitett adatok alapjan ma mar nagyon is aktualis lenne ismerni a foszfoli-
pazok szabalyozasianak mechanizmusat, ez megkonnyitené a kemotaxis ezen
részlépésének megértését.

Ezen biokémiai torténések azonban csak latszélag ,,egyértelmiiek™ és
osszefiiggbek. Mar 1979-ben formil-peptidekre, majd 1981-ben mas struktiraji
endogén eredetli kemotaktikus anyagokra mutattak ki, hogy ezek makrofagok-
ban a kemotaxis alatt gatoljak (50—739(-kal) a PE transzmetilaciéjat, anélkiil,
hogy megvaltozna az 6ssz-PL-ek szintézise. A PE: metilalt foszfolipid arany
4 % -re novekszik attraktans jelenlétében egy éra alatt (PIKE és SNYDERMAN
1981). A kemotaktikus aktivitas és a metilacié gatlas nagysaga kozott szoros
osszefliggés volt. Azt is kimutattik, hogy human monocitakban az arachidonsav
a foszfatidilinozit-tél szarmazik, s mint ilyen a foszfolipaz C enzim aktivitasa-
nak eredménye. Az enzim ezt a PL-t inozitolra és digliceridre bontja. Egy masik
enzim a diacilglicerol lipaz, hidrolizalja tovabb a digliceridet szabad zsirsavra
és glicerinre. Amennyiben gatoltak a metilaciét, csokkent az arachidonsav
felszabadulas és a kemotaxis is. A fent leirtak ellentmondanak egymasnak,
hiszen emlitettiik, hogy a transzmetilacios reakcick sziikségesek a kemotaxis-
hoz, ugyanakkor a kemotaktikus faktorok gatoljak a SAM medialta metilaciés
lépéseket.

- Jelenlegi ismereteink szerint ezt feloldani nem.lehet. Egyrészt elképzel-
hetd, hogy a kemotaxis bizonyos aspektusaihoz metilaciéra van sziikség, mig a
PL metilacié gatlas pedig egy masik eseménysorozat kiindulasi feltétele. Mas-
részt elképzelhet§ az is, hogy egymastél id6ben elkiiloniil§ folyamatrél van szé.
Elgszor ahogy az attraktans molekula hozzikotdik a membran felszinhez,
annak oly médon véltozik meg a ,,biofizikai allapota’, hogy az alkalmasabb lesz
a sejt migraciéjahoz sziikséges alakvaltozashoz. Ehhez pedig a lokalis, aszim-
metrikus PE felszaporodas (metilacié gatlas eredményeképpen) a kedvezd.
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Ezt kévetden a leukocita populacié mozgasba hozasahoz sziikséges amplifikacié
(az arachidonsav felszabadulas, ill. az ebbdl képz8dd intermedier a lipo- és
cikloxigenazok 1itjan) véghemegy a PL degradaciéjaval. Ehhez pedig els-
feltétel, hogy metilalt PL-ek legyenek a sejtmembranban.

2.2 Membrdn kétott peptidazok, eszterazok

WARD és BECKER (1967 és 1970) hivtak fel a figyelmet el§szor a membran-
kotott (szerin) eszteraz szerepére a kemotaxishban. Foszfonattal gatoltik az
enzimet, ezzel egyidejiileg a kemotaxis is gatlédott. Kés6bb ASWANIKUMAR és
mtsai (1976) mutattik ki, hogy nyil neutrofilokhoz kotétt a formil-peptidek
membran peptidazok hatasara hidrolizalédnak. Az enzim gatlasaval egyidejii-
leg kemotaxis sem figyelhetd meg. NIEDEL és mtsai (1979) szerint a neutrofilok
kemotaxisa soran a membran peptidaz aktivitasa novekszik, amely kiilonosen
az aromas aminosavakra specifikus. Ez esetleg magyarazhatja a fenilalanin
szerepét a peptid aktivitasidban. MEHTA és mtsai (1981) human neutrofilban
Ca®* aktivalhat6 eszteraz aktivitast igazoltik a kemotaxis kezdeti eseménye-
ként. Felvetik. hogy az eszterazok inaktivalhatjak a kemotaktikus peptideket,
vagy a receptort, illetve esetleg mindkettdt.

Kézvetlen bizonyiték azonban ma még nem all rendelkezésre a proteazok
szerepére vonatkozélag. Ismert az a jelenség, hogy a leukocitak a funkciéjuk-
nak megfelelGen a CT stimulusra ,,emészt8” enzimeket szekretdlnak a mikro-
kérnyezetiikkbe, ami megneheziti a membran felszini enzimek mikodésének
vizsgalatat.
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