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A sejtfelszíni receptorok ku ta tása terén az u tóbbi években sok eredmény 
született . Több hormonhatású anyag, trofikus fak tor , neurotranszmitter re-
ceptorát fedezték fel és jellemezték (6, 9, 13, 25). Néhány receptort sikerült 
tiszta formában is előállítani (8, 20, 26). E sejtfelszíni receptorok funkciója, 
hogy kapcsolatot teremtsenek a sejt és környezete közöt t . A környezet regu-
láló-moduláló hatása ezek közvetítésével valósulhat meg. 

A membránreceptorok közül az adenilciklázhoz kapcsolódó receptort szé-
les körben tanulmányozták . Különböző kismolekulájú- és polipeptid-hormonok, 
növekedési faktorok és neutrotranszmit terek esetében igazolódott, hogy hatá-
sukat az adenilcikláz rendszeren keresztül fejtik ki (2, 4, 7, 24, 28). 

Az idegrendszer fejlődésének vizsgálatakor in vivo és in vitro rendszerek-
ben egyaránt k imuta t t ák , hogy a neuronális differenciálódás a cAMP-adenil-
cikláz rendszeren keresztül is szabályozódik (17, 18, 19, 29). A legújabb adatok 
emellett egyre inkább megerősítik a sejtkapcsolatok szabályozó szerepét (1, 
10, 11, 12, 22). Különös jelentőséget kaphat ez a központi idegrendszerben, 
ahol két alapvető sej t t ípus, az idegsejtek és a gliasejtek igen szoros kölcsön-
hatásban működnek (27). Néhány szerző (5, 12) feltételezi, hogy a sejtkölcsön-
hatások megvalósulásának egyik lehetséges útja az adenilcikláz rendszer. 

Mindezen gondolatokat összekapcsolva munkánkban arra a kérdésre 
kerestünk választ, hogy az idegsejt-gliasejt kapcsolatokban szerepet játszhat-c 
az adenilciklázhoz kapcsolt membrán receptor, és ezen keresztül szabályozód-
hat-e a neuronális differenciálódás fo lyamata . 

Korábbi munkánkban az adenilcikláz enzim béta-agonistákkal való 
aktiválhatóságának változását ír tuk le az in vitro differenciálódás során ideg-
glia szövettenyészetekben (15). Eredményeinkből azt a következtetést vontuk 
le, hogy az adenilcikláz aktiválhatósága fejlődés eredményeként alakult ki. Az 
érzékeny állapotban már 1 0 - n M béta-agonista L-noradrenalin is hatásosnak 
bizonyult az adenilcikláz enzim aktiválásában. Ez a r ra a feltételezésre veze-
te t t , hogy az adenilciklázhoz kapcsolt membrán receptor igen nagy affinitásű 
kötőhely lehet a sejt felszínén. 

* X . Membrán Transzpor t Konferencián 1980. május 13 —16. között Sümegen elhang-
zot t előadás. 
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A kötőhely jellemzése 

A kötőhely kinetikai és farmakológiai sajátságainak vizsgálatához in-
t a k t ideg-glia monolayer tenyészeteket használtunk, melyeket csirkeembrió 
előagy féltekékből indítot tunk a már korábban ismertetett módon (16). Spe-
cifikus béta-receptor ligandként 3H-L-dihidro-alprenololt* ( : iH-DHA) alkal-
maz tunk (13). A nem specifikus kötés meghatározása nagy feleslegű jelzetlen 
L-alprenolol jelenlétében tör tén t . A nem specifikus kötés kb . 20—30%-a 
volt az összkötésnek. 

A specifikus kötést 1 0 - 1 1 — Ю - 1 0 M ligand koncentráció ta r tományban 
vizsgálva telítődést találtunk 6 — 8 x l 0 " n M 311-DHA koncentrációnál. A 
kötés időfüggése szintén telítődést muta to t t 10—15 perc inkubációs időknél. 
A kötés reverzibilitását muta t t a , hogy a telítési időpontban ado t t nagy kon-
centrációjú, nem jelzett alprenolol gyors disszociációt okozott. Az asszociáció 
és disszociáció kinet ikáját m u t a t j a az 1. ábra. A kezdeti sebességekből számí-
t o t t disszociációs konstans К • = 80 pM, amely a látámaszt ja , hogy a kötőhely 
valóban nagy affinitással rendelkezik. A kötés sztereospecifikus. A 2. ábrából 
l á tha tó , hogy D-propranololból k b . százszor nagyobb koncentráció szükséges 
ahhoz, hogy a kö tö t t 3H-DHA 50%-át helyettesítse a kötőhelyen, mint L-
propranololból. A béta-antagonista L-propranolol jobban kötődik a recep-
torhoz, mint az L-alprenolol, a béta-agonista L-noradrenalin — amint azt a 
3. ábra muta t ja — azonban kevésbé vetélkedik a receptorhelyért. Ez megfelel 
a béta-receptoron az agyszövetnél tapasztalt élettani liatáserősségnek. Ered-
ményeink a lá támaszt ják, hogy kötőhelyünk valóban béta t ípusú receptor hely. 
Az alfa-receptor kölcsönhatás kizárására megmértük a kö tés t D,L-fenoxi-

5 „10 15 20 
ID0 / p e r c / 

К =3,5x107 M"1 sec - 1 

+1 
-3 -1 Kn= 80pM 

К = 2,9x10 sec D 
- 1 

1. ábra. 3fI-DHA kötés időfiiggése kever t idegsejt + gliasejt tenyészetekben, 8 X l O ~ " M 
ligand koncentrációnál. A nyíllal je lzet t pontban 8 x l 0 ~ ° M L-alprenololt adtunk 

* Specifikus aktivitása = 69,7 Ci/ininol 
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LOG koncentráció /М / 

2. ábra. Л 3H-DI1A kötés sztereospecifitása. A kötőhelyért való vetélkedés mértékét az össz-
kötés százalékában fejeztük ki. — = L-alprenolol, —д— = L-propranolol, — • — = 

D-propranoIol 

LOG koncent rác ió / M / 

3. ábra. Vetélkedés а 3 H-DHA kötőhelyekért az összekötés százalékában kifejezve. — • — = 
L-alprenolol, —A— = L-noradrenalin, — О— = D,L-fenoxibenzamin 

benzamin növekvő koncentrációja mellett . A 3. ábrából látható, hogy az alfa-
blokkoló vegyület az á l ta lunk alkalmazott koncentrációknál nem zava r j a a 
béta-receptor kötődést. 

A kötőhely természetéről többet megtudhatunk, ha a kötődés ligand-
koncentráció függését matemat ikai módszerekkel analizáljuk. Az ál talánosan 
alkalmazott Scatchard-féle ábrázolásban maximum jellegű görbéket nyer tünk , 
amely arra enged következtetni , hogy a kötőhelyek nem függetlenek, hanem 
ún. pozitív kooperativi tásban működnek. Ezt a lá támaszt ják a Hill szerinti 
ábrázolás eredményei, ahol a nyert egyenes meredeksége eltér 1-tűl, n H > 4 . 
Feltételezzük, hogy vagy már meglevő, vagy a hormon hatására kialakuló 
receptormezők találhatók a sejtek felszínén, melyek együttműködve reagálnak. 

MTA Biol. Oszt. Közi. 24, (1981) 
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Ha összehasonlítjuk eredményeinket agyszövetből vagy tumoros ere-
d e t ű szövettenyészetekből t i sz t í to t t membránfragmentumokon nyert ered-
ményekkel (például: 3, 14) több lényeges különbséget lá tha tunk. Intakt sejte-
ken a telítődési l igand koncentráció és a K D é r téke legalább ké t nagyságrend-
del kisebb, ami a kötőhely lényegesen nagyobb affinitását m u t a t j a . A pozitív 
kooperativitás n e m jelentkezik a membrán frakciókon, a matemat ikai analí-
zisek annak tel jes hiányát m u t a t j á k . Feltételezzük, hogy in takt sejteken a koo-
perativitás f enn ta r t á sa állandó reguláció eredménye, és így a tisztítási folya-
m a t során elvész. 

Béta-receptor koncentráció különböző összetételű tenyészetekben 

llogy a bevezetőben leírt feltételezésünket alátámasszuk, olyan tenyé-
szetekben vizsgál tuk meg a 3 H - D H A kötődését , amelyekben glia-sejtek és 
idegsejtek az in vitro differenciálódás során egymástól elválasztva [tiszta 
neuron (21), ill. t i sz ta glia tenyészetek] vagy egymással szoros kölcsönhatás-
b a n voltak (kever t tenyészetek). Kísérletünk másik csoport jában a külső 
környezetet módosí to t tuk: idegsejteket tenyészte t tünk béta-agonisták tar tós 
jelenlétében vagy olyan tápo lda tban , melyet glia-sejt tenyészetekről ve t tünk 
le (ún. glia kondicionált médium, GCM). 

A morfológiai differenciálódást vizsgálva az t tapasztal tuk, hogy 10~10— 
Ю - 1 1 M béta-agonista L-noradrenalin vagy L-izoproterenol 48 órás kezelés 
a l a t t jelentősen elősegítette az idegsejtek fej lődését . Ez megmutatkozot t a 
fokozot t nyúlványképződésben és arborizációban, később a se j t tes t megnőve-

4. ábra. Öt napos i d e g s e j t tenyészet polilizin rétegen (21) , 8 napos cs i rkeembrióból i n d í t v a . 
Kontrol l , 400 X 

MTA Biol. OMI. Közi. 24, (1981) 
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5. ábra. Öt napos idegsejt tenyészet, amely a 3. naptól (48 órán keresztül) 10 M L-noradre-
nalin jelenlétéhen fejlődött . A nyúlványok és a sej t tes t egyaránt fej le t tebbek mint a kont-

roliban. 400 X 

6. ábra. Öt napos idegsejt tenyészet, amely a 3. naptó l (48 órán keresztül) 10~10 M L-izo-
proterenol jelenlétében fejlődött. A nyúlványok és a sej t tes t egyaránt fejlettebbek mint a 

kontroliban. 400 X 

kedésében (4., 5. és 6. ábra). GCM 24 órás jelenléte szintén fokozta a nyúl-
ványképződést. 

A 3 H-DHA kötés koncentráció függését különböző tenyészetekben a 7. 
ábra muta t ja . Idegsejt , illetve glia-sejt tenyészetekben igen alacsony a kötés. 
Lényegesen magasabb a kevert tenyészetekben, ahol az idegsejtek és a glia-
sejtek egymással szoros kontaktusban differenciálódtak. A receptorhelyek 

MTA Biol. Oszt. Közi. 24, (1981) 
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7. ábra. 3 H - D H A kötés koncentráció függése különböző tenyészetekben. —Д— = gliasejtek, 
— О— = idegsejtek (polilizinen), — О — = idegsejtek (polilizinen) melyek /?-agonisták (L-
noradrenalin vagy L-izoproterenol) jelenlétében fejlődtek 48 órán keresztül, — • — = ideg-
sejtek + gliasejtek kevert tenyészetben, — • — = idegsejtek -j- gliasejtek kevert tenyészet-

ben (polilizinen) 

nagyobi) koncentrációja alátámasztja azt a feltevésünket, hogy az idegsejt-
gliasejt kommunikáció az adenilciklázhoz kapcsolt béta-receptoron keresztül 
mediálódhat. 

Béta-agonisták t a r tó s jelenléte már igen kis koncentrációban is meg-
növelte az idegsejtek 3 H-DHA kötését, ez elérte, sót meghaladta a kevert 
tenyészeteknél mért é r téke t . GCM-mal rövidebb kezelés is kifejezett emelke-
dést okozott a : !H-DHA kötésben (még fel nem dolgozott adataink). 

Az eredményeket az 1. táblázat foglalja össze, ahol a disszociációs állan-
dók közelítő értékei, valamint a maximális kötő kapacitás (Bmax) van fel-
tüntetve, 10е sejtre vonatkozta tva . B r a a x számszerűen jellemzi a tenyészetben 
a béta-receptor koncentrációt . Ezek az adatok igazolják, hogy béta-agonisták 
az adenilcikláz rendszeren keresztül vagy egyéb módon is, befolyásolják az 
idegsejtek fejlődését tenyészetben. A béta-agonisták jelenlétében fej lődött , 
differenciálódottabb sej tekben a kevert ideg-glia tenyészetekéhez hasonló a 
béta-receptor koncentráció, ami ismét a lá támaszt ja , hogy a glia-sejtek az 

1. t á b l á z a t 

A disszociációs konstans (Kp) , a maximális kötűkapacitás (Bm a x) , valamint az egy sejtre jutó 
kötőhelyek számának (B) értéke különböző tenyészetekben 

Tenyészet K D 
(pM) 

®max 
(fmél/10* sejt) в 

Neuron (polilizin) 4 0 2 , 4 1 4 4 0 

Glia 5 3 2 , 1 1260 

Neuron J- glia 5 8 1 0 , 9 6 5 4 0 

Neuron -+- glia (polilizin) 5 8 1 2 , 9 7 7 4 0 

Neuron (polilizin) /S-agonista 
előkezelt 5 9 1 6 , 5 9 9 0 0 

MTA Riol. Oszt. Közt. 24. (1981) 
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adenilcikláz rendszer közvetítésével kölcsönhatásba léphetnek az idegsejtekkel 
és ezen az úton befolyásolhatják, szabályozhatják differenciálódásukat. 

A glia-sejtek és idegsejtek közöt t i információ átadásban más faktorok 
mellett béta-agonista természetű kémiai anyagok is részt vehetnek. Ez t a két 
u tóbbi feltételezést a glia kondicionált médiummal kapot t eredményeink erő-
sen a lá támaszt ják. Szintúgy azok a korábbi adatok, melyek szerint glia-sejtek-
ben is muta t tak ki t ranszmitter jellegű anyagokat, illetve azok anyagcseréjé-
ben szereplő enzimeket (27). 

Következtetései nk 

— Eredményeink alá támaszt ják azt a feltételezést, hogy a béta-receptor— 
adenilcikláz rendszer egyik fontos közvetítője a külvilágból érkező hor-
monális hatásoknak, melyek az idegrendszer fejlődését befolyásolják. 

— Az idegrendszer két fő sej t t ípusának, az idegsejteknek és glia-sejteknek 
együttműködése ezen az úton is megvalósulhat, és ennek szintén szabá-
lyozó szerepet tu la jdoní tha tunk az idegsejtek fejlődésében. 

— Az ideg-glia kommunikáció mediátora — egyebek mellett — béta-receptor 
agonista természetű anyag (vagy anyagok) lehet(nek), melyek az inter-
celluláris térbe j u t v a fejtik ki ha tásuka t béta típusií, adenilciklázhoz kap-
csolt membrán receptoron, esetleg más módon is. 

— Eredményeink igazolják, hogy intakt monolayer tenyészetekben meg-
közelíthetők és jól karakterizálhatok a membrán receptorok, és lehetséges 
azok funkciójának megismerése. 

Köszönetnyilvánítás 

Ezúton szeretnék köszönetet mondani Dr. Tótli Gézának a triciált alprenolol előállí-
tásáért , Szabó Máriának, Németh Józsefnének és Nagy Sándornénak lelkiismeretes mun-
ká jukér t . 

I R O D A L O M 

1. A D L E R , R . - T E I T E L M A N , G . - S U B U R O , A. M.: Develop. Biol. 5 0 , 18 — 57 (1976). 
2. B L O O M , F. E.: Federat ion Proc. 3 8 , 2203 — 2207 (1979). 
3. B Y L U N D , D. В . - S N Y D E R , S . II.: Mol. Pharmacol. 12, 568 — 580 (1976). 
4 . D E V E L L I S , J . - K U K E S , G . : Texas Rep. Biol. Med. 3 1 , 2 7 1 - 2 9 3 ( 1 9 7 3 ) . 
5. G I L M A N , A. G . - S C H R I E R , В . K . : Mol. Pharmacol. 8, 4 1 0 - 4 1 6 (1972). 
6 . G R E E N B E H G , D . A . — S N Y D E R , S . I L : Mol. Pharmacol. 1 4 , 3 8 — 4 9 ( 1 9 7 8 ) . 
7. G R E E N C A R D , P.: Federation Proc. 3 8 , 2208-2217 (1979). 
8. H E I D E M A N N , Th. — C H A N G E U S , J . P . : Ann. Rev. Biochem. 4 7 , 317 — 357 (1978). 
9. I I E L D I N , С. I L - W E S T E R M A R K . В. — W A S T E S O N , A.: Nature 282, 419 — 4 2 0 (1979). 

10. H E U M A N N , 11. — ÖcALAN , M. — H A M P R E C H T , В.: Febs Letters 1 0 7 , 37 — 41 (1979). 
11. L A T Z K O V I T S , L . : „Dvnamic properties of glia cells" Pergamon Press (1978). 
1 2 . L A W R E N C E , Th. S . B E E R S , W . H . - G I L U L A , N. В . : Nature 2 7 2 , 5 0 1 - 5 0 6 ( 1 9 7 8 ) . 

MTA Biol. Oszt. Közi. 24, (1981) 



2 6 6 M A Ű E R S P A C H K A T A L I N 

1 3 . L E F K O W I T Z , R . J . — M U K I I E B J E , CH. — C O V E R S T O N E , M. — C Á R O N , M . G . : Biochem. Biophys 
Res. Commun. 60, 7 0 3 - 7 0 9 (1974). 

14. L U C A S , M . - B O C K A E R T , J . : MOL. Pharmacol. 1 3 , 3 1 4 - 3 2 9 (1977). 
1 5 . M A D E R S P A C H , К . : Cell. Molec. Biol. 2 6 , 3 3 5 3 4 0 ( 1 9 8 0 ) . 
16. MADERSPACII , K. — S E N S E N B R E N N E H , M.: Experientia 33, 358 — 360 (1977). 
17. P A T T O N , M. W. — N A H O R S K I , S. R. — R O G E R S , К. J . : J . Neurochem. 2 7 , 807 — 812 (1976). 
1 8 . P E R K I N S , J . P. - M O O R E , M. M.: Mol. Pharmacol. 9 , 7 7 4 — 7 8 2 ( 1 9 7 3 ) . 
19. P R A S A D , K. N.: Biol. Rev. 5 0 , 129 — 265 (1975). 
20. R O T M A N , A.: Brain Res. 146, 141 — 144 (1978). 
21. S E N S E N B R E N N E R , M. — M A D E R S P A C H , К , — L A T Z K O V I T S , L. — J A R O S , G . G . : Dev. Neurosci. 

1, 9 0 - 1 0 1 (1978). 
2 2 . S E N S E N B K E N N E R , M. — M A N D E L , P. : Exp. Cell Res. 87, 159 — 167 (1974). 
23. SCHMITT, H . - P O C H E T , 1С: Febs Letters 7 6 , 3 0 2 - 3 0 5 (1977). 
24. T A K A S U , N. — C H A R R I E R , В. — M A U C H A M P , J . — L I S S I T Z K Y , S.: Eur. J . Biochem. 9 0 , 131 — 

1 3 8 ( 1 9 7 8 ) . 
25. T A Y L O R . D. P . - P E R T , С. В.: Proc. Natl . Acad. Sei. USA 76, 6 6 0 - 6 6 4 (1979). 
26. V A U Q U E L I N , G . — G E Y E N E T . P. — H A N O U N E , J . — S T R O S B E R G , A. D.: Life Sei. 23, 1791 — 

1 7 9 6 ( 1 9 7 8 ) . 
2 7 . V A R O N , S . - S A I E R , M . : Exp. Neurol. 4 8 , 1 3 5 - 1 6 2 ( 1 9 7 5 ) . 
28. W ATLING , K. J . — D O W L I N G , J . E. — I V E R S E N , L. L.: Nature 281, 578 — 580 (1979). 
29. W I E G A N T , V . M. — G I S P E N , W. H. : ..Molecular and functional neurobiology" Elsevier 

(1976). 

MTA Biol. Oszt, Közi. 24, (1981) 


	1981 / 1-2. szám
	AKADÉMIAI SZÉKFOGLALÓ ELŐADÁSOK��������������������������������������
	MADERSPACH KATALIN: Neuron és glia sejtek fejlődő tenyészeteiben tapasztalt változások a membránban elhelyezkedő adenilcikláz enzimnél és béta-receptornál�����������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������������


	Oldalszámok������������������
	259����������
	260����������
	261����������
	262����������
	263����������
	264����������
	265����������
	266����������


