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A transzportfolyamatok vizsgalatanak tobbféle célja lehet, s ez Gssze-
fiigg a vizsgalt objektum tipusaval is:

1. Vorosvértestek jo modellrendszerként hasznalhaték, ha a transzport-
folyamatokat mint kiragadott sejtfunkeciét kivanjuk vizsgalni.

2. Oszt6dé sejtkultirakban lehetdség nyilik a transzportfolyamatok és
az intracellularis anyagcsere osszefiiggéseinek vizsgalatara. Az a tény, hogy
0szt6dé sejtekben a makromolekulak szintézisének fokozédasat mindig meg-
el6zi egy transzport-névekedés, tovabbi kérdéseket vet fel (PLAGEMANN 1974):

— lehet-e a transzportfolyamatok sebességnovekedése kozvetlen, vagy
kozvetett kivaltéja a makromolekulak szintézisnovekedésének?

— ha nem, milyen szabdlyozasi mechanizmus hangolja 6ssze a két
folyamatot ?

3. A limfocita stimuldci6 kezdeti lépése az antigén vagy mitogén
kot6dése a membranhoz. A stimuldcié folyamatanak tehat a membranbél kell
kiindulnia. Mivel a mitogén stimulacié kezdeti hatasai kozé tartozik a transz-
portfolyamatok sebességének névekedése (PETERS 1971 a, b), ezért a transz-
portfolyamatok vizsgalata nem érdektelen a stimulacié biokémiai mechaniz-
musanak felderitése szempontjabél sem.

A transzportfolyamatok és a makromolekulak szintézisének funkcionalis
dsszefiiggése azonban felvet egy igen lényeges metodikai problémat: a két
folyamat egymastél elkiilonithetd, meghizhaté mérését. Az uridin transzport
és az RNS szintézis 6sszefiiggésének vizsgalataban ez a metodikai probléma
rendkiviil bonyolultnak tiinik elsGsorban az RNS szintézis megbizhat6 mérésé-
nek szempontjabél, ugyanis a sejtkultidrak RNS szintézisének mérésére altala-
nosan hasznalt 3H-uridin inkorporacié sebességmeghatéarozé lépése — gy
tlinik — nem az RNS szintézis sebessége (Lukas 1967, Hausen 1968, ScroL-
TISSEK 1968, PLAcEMANN 1969). Ebben az esetben viszont az inkorporicios
eredmények kiértékelése rendkiviili kériiltekintést igényel.

Jelen munkankban elsgsorban a probléma utébb emlitett metodikai ol-
dalaval foglalkozunk, mert enneck ismerete elengedhetetleniil szitkkséges a funk-
cionalis oldalt vizsgdlé munkak megfelels, kritikus értékeléséhez.
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128 SASVARI MARIA, STAUB MARIA ES ANTONI FERENC
1. Transzportfolyamatok sebességmérése: zéro-transz médszer

A mérés elve (HANKLIN 1972): az extracellularis térben, a tapoldatban,
a transzportra keriild anyag koncentraciéjat valtoztatjuk. Az anyag, be-
keriilve a sejtbe, rogton metabolizalédik, tehat az intracellularis koncentréciéja
gyakorlatilag nulla. Ez lehetdvé teszi a transzport kezdeti sebességének mérését
széles koncentriciétartomanyban. Amennyiben a traszportfolyamat kezdeti
sebességének koncentraciéfiiggése Michaelis-Menten kinetikat mutat, a folya-
mat latszélagos Ky-je és maximalis sebessége meghatarozhaté.

Ez a médszer j6l hasznalhaté ribonukleozidok, pl. uridin transzport-
folyamatanak vizsgalatara. Ugyanis szabad uridin az UTP de novo szintézise
soran nem képzddik (1. abra), de az tn. ,salvage’ iton a sejt fel tudja hasz-
nalni a kiviilrl felvett uridint. Az uridin, belépve a sejtbe, rogton foszforilals-
dik, és UTP forméajaban halmozédik fel (MurrAy 1971). Az uridin gyors
foszforilacigjat az uridin kindzok magas szintje (PLAGEMANN 1969) és a jelentds
intracellulraris ATP koncentracié (1—4 mM: WEBER 1971, PLAGEMANN 1972)
teszi lehetvé. Az uridin belsd poolja tehat gyakorlatilag nullanak tekinthetd,
s igy a transzport sebességmérése kiilonésebb problémat nem okoz.
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1. ébra. Az UTP ,.de novo™ szintézise és a kiilsé uridin bekeriilése a ,.salvage’ titon keresztiil

Az uridin transzport bifazikus jellegi, alacsonyabb koncentraciétartomanyra
a facilitalt diffizié jellemz8, mely Michaelis-Menten kinetikat mutat (PLAGE-
MANN 1971). Magasabb koncentricié tartomanyban, néhany szaz uM felett, az
uridin passziv diffdziéval is bekeriil a sejthbe (JAcQuUEz 1972), a bediffundalt
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URIDIN TRANSZPORT ES RNS SZINTEZIS 129

uridin mennyisége azonban a facilitalt diffiziéval felvett mennyiséghez képest
elhanyagolhaté (RENNER 1972).

Az uridin transzport latszélagos Ky értéke eléggé széles korl vizsgalati
anyagon 8—20 uM kozé esik (PETERs 1971, PLAGEMANN 1969, 1972), jellemzd
a transzportrendszerre, mig a maximalis sebesség értéke fiigg a sejt tipusatol,
valamint névekedési allapotatél (PLAGEMANN 1973).

2. Az uridin kinaz enzimaktivitdasa és az uridin transzport
sebességének osszefiiggése

PraceEMANN (1974) szerint allati sejtekben a nukleozidok foszforilaciéja
a transzporttél elkiilonithetd folyamat, mely azonban kézvetleniil kioveti a
transzportot. Ennek bizonyitékai:

1. A transzportalédott 3H-uridin azonnal foszforilalédik, mivel a sejtek
savoldékony frakciéjaban *H-uridin nincs, csak jelslt UMP, UDP és els6sorban
UTP mutathaté ki (RENNER 1972, PLAGEMANN 1971, ScHOLTISSEK 1968).

2. A transzport latszélagos Ky értéke és az uridin kindz Kjpj-je nem
azonos, tehat a két folyamatért feltehetGen mas-mas enzim felelgs (PrLAcE-
MANN 1974).

3. Az uridin transzport foszforilacié hianyaban is végbemegy, bar kisebb
sebességgel (PLAGEMANN 1974).

Ezeknek a kisérleteknek az alapjan a kindzok és a feltételezett transzport-
fehérjék uridin esetében nem azonosak. A két fehérje milikodése azonban igen
szorosan Osszefiigg. Ezt bizonyitjdk azok a kisérletek, melyekben a fito-
hemagglutininnel stimulalt limfocitdkban (Lucas 1967, Hausen 1968),
illetve patkany hepatoma sejtekben (PLAGEMANN 1973) — a ‘H-uridin fel-
vétel és az uridin-kinaz specifikus enzimaktivitdsinak paralell novekedését

figyelték meg.
3. Human limfocitak RNS szintézise

Nyugvé és stimulalt limfocitik RNS szintézisét CooPEr (1969, 1972a,
b) tanulményozta részletesen. Az izolalt RNS frakciok vizsgalata, a 3H-uridin
inkorporacié kinetikai elemzése, s a jel6lgdés megoszliasa a kiilonb6z6 RNS
frakciékban a kovetkez8 eredményeket hozta:

A sejtek RNS tartalmanak {6 tomegét a riboszoma-RNS(r-RNS) képzi,
amely egy meglehetdsen stabil RNS fajta, féléletideje napokban-hetekben mér-
het8. Ezzel szemben a gyorsan szintetizal6dé RNS fajtak, amelyek legnagyobb
részét a nagy molekulasilyd, sejtmagban megtalalhaté RNS alkotja (nm
RNS), mennyiségileg kis hanyadat alkotja az 6ssz-RNS-nek.

Ezeknek az eredményeknek az alapjan CooPER a sejtek RNS frakciéja-
nak radioaktiv jel6lddési kinetikajat a 2. abran lathaté fiiggvényként hata-
rozta meg elméleti dton, amely szerint:
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2. dbra. RNS szintézis humdn limfocitikban
(CooPER 1972a).

1. az rRNS szintézis sebessége alacsony, de allandé érték, s mivel le-
bomlasanak sebessége elhanyagolhatéan kicsi a jelolgdési periédus alatt, a
radioaktivitas inkorporaciéja az idé figgvényében egyenes, melynek meredek-
sége a szintézis sebességére jellemzd érték.

2. Az nmRNS jel6lédése rendkiviil gyors, révid idejii jeldlések elssor-
ban ennek a szintézisére utalnak. Azonban az nmRNS radioaktivitias szem-
pontjabél hamar egyensilyba keriil. Ez az egyensilyi szint az nmRNS &ssz-
mennyiségét mutatja. Az egyensily dinamikus, tehat az nmRNS 4allandé szin-
tézisét és lebomlasat jelenti.

3. Az 6ssz RNS jel6lddése a két gorbébdl additiven tevSdik dssze.

Az elméletileg meghatarozott jel5lddési gorbét CooPER kisérletesen is
megkapta, miutan a nyugvé és a stimuldlt limfocitak 3H-uridin inkorporaciés
adatait az altala bevezett matematikai médszerrel (CooreR 1972 b.) korrigalta.
Az eredmények szerint stimulalt limfocitakban az nmRNS 6sszmennyisége
kb. 15-szérose a nyugvé allapotd limfocitakhoz képest. Az nmRNS félélet-
ideje nyugvé sejtekben 2,5 perc, stimulaltakban 8 pere.

4. Az uridin transzport és az uridin inkorporacio (RNS
szintézis) sebességének Gsszefiiggései

Oszt6dé  allati sejtkultdrakban (StamMBRoOk 1972), illetve stimulalt
limfocitakban (PETERs 1971) megfigyelhets, hogy a makromolekulak szin-
tézisfokozédasaval parhuzamosan, vagy azt megelézien egy altalanos transz-
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portndvekedés van, az uridin transzport is igen jelentds mértékben né. A szoro-
san korrelalé két folyamat — a nukleozid transzport és az RNS szintézis —
minden valészintség szerint egy fontos szabalyozé rendszerre utal (PLAGE-
MANN 1974), de hogy milyen 6vatosnak kell lenniink az ilyen eredmények
interpretalasanal, azt a kovetkezd kisérletsorozattal szeretnénlk illusztralni (M.
SASVARI—SZEKELY 1975 a).

Human tonzilla limfocitakon vizsgadlva a 3H-uridin transzportjat és
inkorporaciéjat az RNS-be a kovetkezd eredményeket kaptuk: A SH-uridin
transzport sebessége a kiils§ uridin koncentracié fiiggvényében telitési gorbét
ad (3. abra) az irodalmi adatokkal egyezGen (Iasd: el6bb). Ha a transzportals-
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3. dbra. Az wuridin transzport koncentrdciofiiggése.
A frissen preparalt tonzilla sejtszuszpenzié 107 sejtet tartalmazott 1 ml Hanks!'médiumban.
10, 25, 50, 100, és 150 uM kiilsé uridin koncentracié6 mellett a sejteket 1 6rdig inkubdltuk 37
C®-on 5 uCi *H-uridinnal. A transzportalédott uridin dsszmennyisége a sejtekben tallt radio-
aktivitas és azizotép specifikus radioaktivitasbol szamoltuk ki
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4. abra. A *H-uridin felvétel és inkorpordcié paralell viltozdsa.
A Kkisérleti koriilmények megegyeznek a 3. dbraban leirtakkal, csak: a felvett radioaktivitds
megoszlasit mértiik a savoldékony (FELVETEL) és a savban nem old6dé (INKORPORACIO)
frakciékban. A felvett illetve inkorporilédott pmolokat a mért radioaktivitdshél és az al-
kalmazott izotép specifikus radioaktivitasdbél szimoltuk
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5. d@bra. A felvétel és az inkorpordcié paralell vdltozdsa a sejiciklus soran (STAMBROCK 1972)

Allandé kiils§ koncentréci6ja és specifikus radioaktivitasti 3H-uridin jelenlétében a savoldé-

kony (felvétel) és a savban nem oldédé (inkorporacid) frakeiok radioaktivitdsat mérték a sejt-

ciklus soran. A kiilonb6z6 id6pontokhoz tartozé értékek a kiinduldsi allapotra lettek vo-
natkoztatva
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6. dbra. A 3H-uridin és a **foszfat inkorpordciéja az RNS frakciéba kiilonbizd kiilsé uridin
koncentrdacié mellett
107 sejt/ml tonzilla sejtszuszpenzié 1 éraig volt inkubdlva 0,15, 4, 40, 400 uM uridin és 4 uCi
$H-uridin illetve 10 uCi 3*foszfat jelenlétében. A mintdk anorganikus foszfat koncentraciéja
minden esetben 100 uM volt
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dott uridin részletesebb sorsat megvizsgilva ugyanilyen korilmények kozt
megmérjiik a felvétel (a savolvadékony radioaktivitis mennyisége) és az in-
korporacié (az RINS-ben levé radioaktivitas mennyisége) uridin koncentracio
fiiggését, két teljesen paralell lefutasi gorbét kapunk (4. abra), akar csak egy
0szt6dé sejtkultdrdban (5. abra). Felmeriilt tehat a kérdés, hogy lehet-e az
extracellularis uridin egyfajta stimuliatora a sejtnek? A 6. abran lathaté
kisérlet bizonyitja, hogy errdl nincs sz6, ugyanis ha egy uridin transzporttél
fiiggetlen médszerrel, *?Pi-jeloléssel, mérjiik az RNS szintézis sebességét, azt
kapjuk, hogy ez fiiggetlen a kiils§ uridin koncentraciétél. Ami egyébként elég
nyilvanvalénak tiinik, hiszen az uridin inkorporacié alapjan szamithaté 10—
100-szoros szintézis sebesség mar eleve irredlis ebben az esetben, az inkubalas
idGtartama mindéossze egy 6ra. Ezt a kisérleti rendszert egy modellnek szanjuk,
figyelmeztetdiil, hogyan lehet hamis RINS szintézis sebesség novekedést mérni.
Természetesen ezek a kisérletek egyaltalan nem zarjak ki, hogy az elébb emli-
tett rendszerben, 0szt6dé sejtkultdrak, stimulalt limfocitak esetében a transz-
portsebesség-novekedést egy tényleges RNS szintézis sebesség novekedés kiséri,
csupén a hasznalatban levé médszer, a *H-uridin inkorporéacié megbizhatésagat

kérddjelezik meg.

5. Az RNS szintézis sebességének mérése: a *H-uridin
inkorporacié helyes értékelésének problémai

A 3H-uridin inkorporacié mérése azért terjedt el olyan széles kérben
sejtkultirak RINS szintézisének jellemzésére, mert a moédszer ‘k('innyl'inek és
gyorsnak tlinik. Az utébbi években azonban egyre tobb probléma meriilt fel a
médszer megbizhatésagaval kapcsolatban, mivel az alapvetd feltételezések
koziil egy sem bizonyult igaznak:

1. A 3H-uridin inkorporacié sebességmeghatéarozé lépése valészintileg
nem az RNS szintézis sebessége, hanem a transzport vagy az uridin kinéz
reakci6 (PLAGEMANN 1969, SANDER 1972, PLAGEMANN 1973, SCHOLTISSEK
1968, Lucas 1967, Hausen 1968, Kay 1970, Forspyke 1971).

2. Az RNS szintézis kozvetlen prekurzoranak, az UTP-nek specifikus
radioaktivitidsa nem egyenld a sejtekhez adott 3H-uridin specifikus radioaktivi-
tasaval, sdt, még csak konstansnak sem tekinthet (CooreEr 1972 a, Fors-
DYKE 1968, Tsene 1974).

3. A *H-uridin — kiilonésen magas uridin koncentraciék mellett —
nemcsak az UTP-ben, hanem a CTP-ben, st a TTP-ben is megjelenik, s ez-
altal beépiil a DNS-be is (PLAcEMANN 1971).

Mindezek alapjan a ®H-uridin inkorporaciés technikat feltétlen feliil kell
vizsgélni. Ezek a kutatdsok nagyjabél hirom szempont szerint csoportosit-
haték:
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A. A 3H-uridin inkorporéicié6 sebességmeghatarozé 1épésének meghata-
rozésa: megoldja-e a problémat, ha a transzport-rendszer maximalis sebességgel
mikodik?

B. Az UTP pool specifikus radioaktivitisinak meghatarozasa, és a 3H-
uridin inkorporéciés adatok korrekciéja ennek alapjan.

C. Az UTP pool kompartmentaliziciéja esetén — ekkor a B pontban
javasolt médszer nem hasznilhaté — a kozvetlen prekurzor pool specifikus
radioaktivitasdnak meghatarozasa.

A) A 3H-uridin inkorporacié sebességmeghatarozé
lépése

Sebességmeghatarozé 1épésként két folyamat johet széba a transzport
(permeacid), vagy az uridin kinaz reakcié. Mindezidaig nem sikeriilt eldénteni,
hogy melyik a sebességmeghatarozé, ugyanis a két folyamat egymastél nehezen
kiilonithetd el (lasd: el6bb).

Nébany szerz8 szerint mind az uridin transzport, mind pedig a SH-uridin
inkorporécié sebességét az uridin kinédz enzimaktivitdsa és mennyisége hata-
rozza meg. Ugyanis az uridin kindz mennyiségével paralell né a transzport és
az inkorporacié sebessége (ScHOLTISSEK 1968, PLAGEMANN 1971).

Mas szerz6k szerint a limfocita stimulacié hatasara létrejové transzport-
névekedés id6ben megel8zi az uridinkinaz derepressziéjat, tehat ez utébbinak
enzimaktivitdsa nem lehet a folyamat sebességmeghatarozéja (Kay 1970).
PracEmANN (1973) kés6bbi munkii alapjan is valészintbb, hogy a transzport-
folyamat a sebességmeghatarozé.

Végeredményben azonban a kettd koziil barmelyik is a sebességmeghata-
roz6 1épés, ez nem befolyasolja azt a tényt, hogy ebben az esethben a SH-uridin
inkorporacié nem minden esetben az RNS szintézis mértéke. J61 mutatjak
ezt azok a kisérletek, melyekben a transzport vagy a kinéz reakcié specifikus
gatlészerei csékkent *H-uridin inkorporaciéhoz vezettek, holott az RNS szin-
tézis sebessége feltételezhetSen nem valtozott meg, hiszen a sejtek tovabbra
is normalisan osztédtak (Maramup 1968).

Elvben elképzelhetd, bar kisérletileg nem igazolt, hogy igen magas kiils6
uridin koncentracié mellett — ahol a transzport rendszer és a kindz maximalis
sebességgel miikodik — a sebességmeghatarozé 1épés az RNS polimeraz reakeié
lesz. Valészintleg ezért ajanlja a szerz6k egy része a magas uridin koncentracié
alkalmazasat (Goopy 1975). Ebben az esethben azonban tdjabb problémak
meriilnek fel. A nagy mennyiségli uridin gatolja a ,,de nove” szintézist (Ito
1973, ScemIpT 1973), emellett mégis az UTP pool igen nagyfokd expanziéjahoz
vezet (PLAGEMANN 1971), valamint olyan folyamatokat indit be, melyek ala-
csony koncentracié mellett elhanyagolhaték, egyszéval lényeges beavatkozast
jelent a sejt eredeti egyensilyaiba, ami a jelzéstechnikdban nem kivanatos.
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B) Az 3H-UTP pool specifikus radioaktivitdsdnak

meghatarozasa

Ha a radioaktiv prekurzor felvétele viszonylag lassd, és specifikus radio-
aktivitasa a kozvetlen prekurzor poolban lecsokken, akkor kézenfekvd, hogy
a folyamat sebességét a kiozvetlen prekurzor pool specifikus radioaktivitasahél
kell meghatarozni (CooPER 1972 a, ForspYKE 1968, StaMBROOK 1972). A 3H-
uridin inkorporaciét elosztva az UTP pool specifikus radioaktivitasaval koz-
vetleniil az RNS szintézis sebességét kapjuk meg — elméletben. Sejtkulti-
rak UTP mennyiségének kémiai meghatarozasa azonban nem kénnyd feladat,
mivel 108 sejt UTP tartalma olyan kicsi, hogy ez a kémiai médszerek érzékeny-
ségét nem éri el. Ezért valt sziikségessé olyan médszerek bevezetése, amelyek
az enzimreakciok rendkiviili specifitasat és érzékenységét hasznalja ki. Hirz
és mti (WIEGERs 1974) dolgoztak ki egy ilyen médszert, melynek mindennapos
alkalmazasa kissé bonyolult. Egyszertibb médszernek tinik az RNS-poli-
meraz enzim hasznalata, melynek segitségével az UTP mennyisége kézvetleniil
és igen érzékenyen mérhetd (SASVARI—SzEKELY 1975). A mérés elve azonos
a LINDBERG és Sko0¢ (1970) altal bevezetett dezoxiribonukleotid meghatérozas
elvével, ebben a reakciéban DNS polimerazt hasznalnak. Az 1. tablazat ton-
zilla limfocitak UTP pooljara kapott eredményeinket mutatja be.

1. tablazat

Tonsilla limfocitik UTP és ATP tartalma
(SAsvArRI—SzEKELY 1975a).

Igzé:nl:t \ pmol UTP/ug RNS | pmol ATP/ug RNS
1. 70 350

2. 89 326

3% 78 308

4. 80

dtlag ‘ 80 340

Az RNS polimeraz teszt lényege a kévetkezd: in vitro sejtmentes rend-
szerben az E. coli RNS polimeraz poli(dA-dT) templat jelenlétében egy olyan
ribonukleinsavat szintetizil, mely csak UMP-bgl és AMP-bél all. Az enzim
tehat két szubsztrattal mikodik: ATP-vel és UTP-vel. Ha ezek koziil az egyik
limitalé mennyiségben van jelen, s a felesleghen lev6 nukleotidot radioaktivan
jeloljiik, a reakciésebesség (az inkorporacié) egyenesen ardnyos a limitalé nuk-
leotid koncentraciéjaval. Megfelel§ kalibréciés gorbék felvétele (7. abra) utan a
médszer alkalmas igen kis mennyiségli ATP vagy UTP meghatarozasara. Pl a
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com (x1073)
n

1 1
1010 200 100 200 300
pmol uTp pmol ATP

7. abra. Az RNS polimeradz teszt kalibrdciés gorbéi
(SAsvARI—SzEKELY 1975 b).
A: A reakcibelegyben 1C-ATP volt feleslegben (800 pmol/0,04 uCi), s igy a reakcié kezdeti
sebessége egyenesen ardnyos az UTP koncentréacioval (a reakeié ids: 10 perc, a végtérfogat
50 ul volt) B: A reakciéelegyben 3H-UTP volt feleslegben (2500 pmol/0,12 xCi). A reakcié kez-
deti sebessége az ATP koncentrdciéval ardnyos

tonzilla limfocitak neutralizalt savoldékony frakciéjat a reakei6 elegyhez adva,
a kivonatban levé nukleotid tartalom meghatarozhaté (2. tablazat). A méd-
szer megbizhatésdganak ellendrzésére az dn. belsé standard médszerét alkal-
maztuk. A 2. tablazatban feltiintetett eredményekbdl lathat, hogy a sejt-
kivonat nem tartalmaz semmiféle effektort, mely az RNS polimeraz tesztet
zavarna, csupan a sejtekben nagymennyiségben jelenlevé ATP izotép higitédsi
effektusat kell korrekciéba venni.

2. tablazat

Vannak-e az RNS polimerazra haté effektorok a tonsilla sejtkivonathan?
(SAsvARI—SzEKELY 1975b).

A Az RNS polimeraz reakciéelegyéhez adva: inklf):g:::’lcié :135
= 50 cpm —
60 pmol ATP 1250 cpm (60)
10 ul sejtkivonat 1200 cpm 60
20 pl sejtkivonat 2420 cpm 120
60 pmol ATP + 10 ul sejtkivonat 2410 cpm 120
B Az RNS polimeraz reakcidelegyéhez adva: inkk;g::;ci g E:ﬁ
— 40 cpm —
60 pmol UTP 1300 cpm (60)
10 @l sejtkivonat 1320 cpm* 60
60 pmol UTP - 10 ul sejtkivonat 2620 cpm* 120

Megjegyzés: a *-gal jelolt értékek esetében a sejtkivonatban 1évs ATP
higité hatasa figyelembe lett véve.
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A fenti médszerekkel tehat lehetGvé valik a 3H-uridin inkorporaciés
kisérletekben az *H-UTP pool specifikus radioaktivitasanak meghatarozasa.
Hogy ez miért jelentené a problémak megoldasat, azt a 8. 4bran bemutatott
modellel szeretnénk mégegyszer 6sszefoglalni:

tapoldat sejt

A \'% >(A \A
felvetel” szinfézis

l1.LA<A*=> Psa&A;aﬂ'IN Vsz

2. A~ A*

 §
A 5 A* = Psa f(erlvétel) => V=35

Psa

8. dbra. Sejtszuszpenziok radioaktiv jelolésének dltaldnositott modellje (SASVARI—SzZEKELY 1975a).
Jelmagyarazat:

A*: a felvett radioaktivitds mennyisége

A: a sejtben levd prekurzor pool mennyisége

Pg,: a prekurzor pool specifikus radioaktivitasa

Vg,: a biokémiai folyamat valédi sebessége

Vievetel: az izotép felvétel sebessége

Sejtszuszpenzidk radioaktiv jelolésének két alapvetd tipusa kiilonboz-
tethetd meg. Az elsd esetben a sejt eredetileg nem tartalmazza az alkalmazott
prekurzort, vagy ennek belsd poolja olyan kicsi, hogy a felvett mennyiséghez
képest elhanyagolhat6. Ebben az esetben a prekurzor pool specifikus radio-
aktivitdsa gyakorlatilag megegyezik az alkalmazott izotép specifikus radio-
aktivitasaval, s igy a mért inkorporacié aranyos a biokémiai folyamat sebes-
ségével.

A masodik esetben azonban — amely eset igaz a *H-uridin inkorporaciéra
és igen sokfajta mas jelolési médszerre — a sejt rendelkezik egy jelent6s belsd
poollal, amely csékkenti a kiviilr6l bekeriilt izotép specifikus radioaktivitasat.
Ebben az esetben a prekurzor pool specifikus radioaktivitasa fiigg az izotép
felvétel sebességétdl, valamint a belsd pool méretétsl. Ha az utébbi kettd koziil
barmelyik megvaltozik, ez megvaltoztatja az inkorporacioé sebességét is, anél-
kiil, hogy a mért biokémiai folyamat sebessége megvaltozott volna. Ez okozza
pl. a 6. abran bemutatott kisérletben a kétfajta jelslési technika ellentmonda-
sat. A 3H-uridin felvétel sebessége fiigg a kiils§ uridin koncentraciétél, tehat az
UTP pool specifikus radioaktivitdsa a kisérlet soran allandéan valtozik, s ez
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jelenik meg a 3H-uridin inkorporacié valtozasaban, anélkiil, hogy az RNS
szintézis sebessége ténylegesen megvaltozna.

A 8. abran bemutatott modell igen fontos feltételezése, hogy csak egy
UTP pool van. Ebben az esetben az inkorporacié és a prekurzor pool speci-
fikus radioaktivitisanak hédnyadosa az RNS szintézis sebességére jellemzd
érték.

C) Az UTP pool kompartmentalizaciéjanak
lehetGsége

Az RNS szintézis mérésének problémajat azért nem tekinthetjiik meg-
oldottnak, mert egyre tobb irodalmi adat valészindsiti, hogy — a 8. &bra
modelljének alapvets feltételezésével szemben — nemesak egy UTP pool van,
hanem legalabb kettd, melyeknek specifikus radioaktivitasa kiilsnboz§ lehet,
és amelyek valészintileg kiilonb6z8 fajta RNS-ek szintézisére hasznalédnak fel
(Goopy 1975). Ebben az esethen az RNS szintézis mérése kezd igen bonyo-
lulttad valni, ugyanis feltételezi:

1. a kiilonb6z6 RNS fajtak szeparalasat

2. a megfeleld prekurzor poolok specifikus aktivitids mérését
és f6képp az utébbi meghatarozasa egyéaltalin nem megoldott.

Az RNS szintézis transzportsebességtdl figgetlen, meghizhaté mérése
tehat jelenleg meglehetGsen bonyolult problémanak tidnik. Megoldasa viszont
feltétleniil szitkséges ahhoz, hogy a két folyamat funkcionalis kapcsolatat
megbizhaté médszerekkel vizsgaljuk.
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