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Az €16 szervezet homeostazis allapotanak egyik elfeltétele az immuno-
génekre adott valaszreakeié, amelyben humorilis és cellularis tényezdk szere-
pelnek. Az immunvalaszt az egész szervezetet behal6z6 immunrendszer (nyirok-
szervek, nyirokkeringés) biztositja.

A human populécién belill az immunvalasz-reakciéra az egyediség végte-
len variabilitasa a jellemz§. Ennek megfelelGen, igen csekély annak a valészini-
sége, hogy két egyén immunolégiailag teljesen azonos. S6t egyetlen ma 616
individum sem azonos egyetlen mas, a térténelemben korabban élt egyénnel
(Burnet 1969).

Az immunrendszer humoralis faktorai a specifikus ellenanyagok, az im-
munglobulinok (IgG, IgA, IgM, IgD, IgE) és nem specifikus anyagok, a komple-
ment, a lizozim, illetve mas komponensek.

A cellularis komponensek a B- és T-lymphocytak, tovabba a makrofagok.
Az emlitett haromféle sejt — jelenlegi ismereteink szerint — kooperativ egyiitt-
miikodése sziikséges feltétele az immunvalasz-reakciénak.

A B-lymphocytak szerepe az ellenanyag szintézisben van. Az ellenanyag
szintézisre mar elkdtelezett lymphocytak specifikus ellenanyagot termelnek.
Mas széval egy lymphocyta egyetlen immunogénnel szemben termel csak ellen-
anyagot.

A B-lymphocyta potencialisan ellenanyag termeld sejt. A feliiletén elhe-
lyezkedd nagyszamu receptor és az immunogén kozotti kapesolat sziikséges
ahhoz, hogy a B-lymphocyték ellenanyag termel kapacitasa fokozédjon. Ezt a
folyamatot minden esetben a sejt osztédasa el§zi meg. Az ,,immun-meméria”
egy adott immunogénre sejtrdl sejtre osztédassal kozvetitédik. A sejtek az
ellenanyagot a vérplazmaba, ill. lokalisan szekretaljak az immunogén lokaliza-
cidjanak megfelelGen, pl. nyalkahartyak felszine.

A T-lymphocytak (thymus eredetii) funkciéja és szerepe sokkal gazda-
gabb, mint a B-lymphocytaké (Paul és Benacerraf 1977). A T-sejt feliiletén a
hisztokompatibilis antigéneken kiviil az n. theta-antigén a jellemz8. A theta-
antigén tulajdonsagot a T-sejtek a thymusban szerzik meg. A thymusban ter-
mel8dott thymosin hormon szabalyozé szerepet jatszik a T-sejtek képzddésé-
ben.
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A T-sejt szabalyozé szerepet lat el a B-sejtek funkcigjaban. ,,Helper-
funkcié’ ha a T-sejt az ellenanyag képzddését a B-sejtben eldsegiti. Szupresszor
szerepet tolt be a T-sejt, ha az ellenanyag termelést gatolja. A T-sejt egy tovab-
bi funkciéja az idegen sejt elpusztitasa (,.killer”” sejt).

A T-sejtek ezenkiviil kiilonb6z6 immunaktiv anyagokat termelnek és
szekretalnak a kornyezetbe, amelyek az immunrendszer mas sejtjeinek viselke-
dését befolyasoljik; ilyen a migraciot gatlé faktor (MIF), és egyéb mas cito-
toxikus hatasud anyag szintézise. A T-sejtek kevésbé adherens sajatsagiak, mint
a B-sejtek, erre utal a sejt felsziniikon is kimutathat6 kiillonbozség. A T-sejtek
a felsziniikén képesek eritrocytakat kotni, ez az tin. ,,rosetta képzddés™, amely a
T-sejtek viszonylag konnytd identifikalasat teszi lehetdvé.

Részletesen nem ismertek a T-sejtek funkcigjaval kapesolatos biokémiai
folyamatok, tovabba, hogy milyen antigén szerkezetbeli kiilonbség az, amelyet
a T-sejt még képes felismerni. Nincs pontos informaciénk arrél sem, hogy a T-
sejt milyen mechanizmus alapjan befolyasolja a B-sejt ellenanyag termelését.

A lymphocytakkal kapcsolatban meg kell emliteni, hogy a keringésbhen
levd lymphocytak mitogének hataséara in vitro osztédasrastimulalhaték (phyto-
haemagglutinin, concanavalin A sth.). Egy tovabbi tulajdonsaguk, hogy a szer-
vezetbdl kivett lymphocytéak visszaadasakor az iin. ,,homing” jelenséget mutat-
jak, visszajutnak abba a szervbe, amelybdl a sejteket kinyerték.

Az immunvélasz reakciéban részt vevé tovabbi igen jelentds sejttipus a
makrofag. A makrofagok specifikus szerepérél az immunvalasz reakciéban még
viszonylag keveset tudunk, annak ellenére, hogy az anyagcseréjiiket (Koteles és
mtsai 1962, Varterész és mtsai 1963), fagocita funkciéjukat az elhelyezkedé-
siiktdl fiiggben is (alveolaris, peritonealis) tobben vizsgaltdk. Annyit biztosan
allitani lehet, hogy a makrofagok nélkiil ellenanyag-termelés nem lehetséges.
A T- és B-lymphocytak és a makrofagok kozotti kooperacié feltétele az azonos
hisztokompatibilitas: ,,azonos feliileti antigének”. Ez jelenti a megfeleld makro-
molekularis kapcsolatrendszert, amely eldfeltétele a funkcionalis egyiittmiiko-
dést szabalyozé anyagok termelésének, igy pl. az ellenanyag-termelés, vagy
azok szintézisének gatlasa a B-sejtekben.

Az elmondottak jollehet sejtek kozotti kooperaciéra vonatkoznak, a vals-
sdghoz mégis kozelebb dll az immunvdlaszt a makromolekuldris rendszerek kozotti
kapcsolatként értelmezni. Az immunogén és a sejt receptor kozotti kapcesolat 1ét-
rejotte inditja el a sejt replikaciét, a makromolekulak (fehérje, RNS és DINS)
szintézisét, az ellenanyag, az immunglobulin molekulak fokozott szintézisét.
Az ellenanyag-szintézis szabalyozasanak tovabbi vizsgéalata és megismerése
szempontjabol latszik elényodsebbnek makromolekularis kapesolatrendszerként
értelmezni az ellenanyag szintézist, illetve a szintézist indukalé folyamatot
(Nossal, 1975).

Az ellenanyag haromdimenziés térszerkezeti felépitése meglehets részle-
tességgel ismert, ami az ellenanyag és az immunogén kozotti kapcesolat jobb
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megértését is lehetGvé teszi. Az ellenanyag-szintézisre vonatkozélag még sok
kérdés var megvialaszolasra. Az ellenanyag molekula genetikai kédja erdsen
vitatott, kiilonésen a polipeptid lancok variabilis részét illetGen. Keveset tudunk
az ellenanyag-szintézis szabalyozasidnak és az ellenanyag szekrécigjanak mecha-
nizmusarél. Az utébbival kapcesolatban az vin. ,,signal-peptid”, vezets peptidek-
nek tulajdonitanak jelent§séget (Schechter 1977).

Az ellenanyag katabolizmusa, annak helye még szintén tanulményozéasra
varé teriilet.

Az el6z6ekben felvetett problémak ismeretében tanulmanyoztuk a lym-
phoid szervek biokémiajat. Kisérleti modelljeink huméan lymphocytak, amelyek
a tonsilla palatinabél (a miitéti eltavolitast koveten), illetve colostrumbél ki-
nyert lymphoid sejtek (Antoni és mtsai 1977, Antoni és Staub 1978).

A human tonsillabél a sejtek kinyerését részletesen mas helyen ismertet-
tiik (Piffké és mtsai 1970). A tonsillaris lymphocytak osszetételének f6bb jel-
lemz3git, a sejtek DNS— RNS és fehérje tartalmat ugyancsak részletesen ismer-
tettitk. Ezek kozil utalni kivanunk arra, hogy az RNS—DNS arany a tonsilla-
ris lymphoid sejtekben 1,0 érték alatt van. A DNS tartalom a vizsgalt sejtekben
nagyobb, mint az RNS, amely altalaban jellemz§ a nyiroksejtekre (Antoni
in press).

A tonsillaris lymphocytik egyik eltérs tulajdonsaga a periférias lympho-
cytaktél éppen abban van, hogy stimulalé anyag hozzaadasa nélkiil képesek in
vitro timidin felvételére.

A tonsilla lymphocyta populécié kb. 14—209;-a 3H-timidint tartalmaz
az izolalt DNS-ben, amelyet a lymphoblastoknak tulajdonitunk. A stimu-
lalas feltehetSen mar in vivo kévetkezett be, ami a tonsilla regionalis
helyzetével a kiilsé kornyezeth6l szarmazé lokalis antigén hatasara toérténik.
A sejtek timidin felvételét mutatja az 1. abra. Vizsgalatainkban arabinozil-cito-
zint hasznaltunk, amelyrél ismeretes, hogy csak az eukariotdkban folyé DNS
szintézisét gatolja (Staub és mtsai 1972). Amennyiben a rendszer ilyen koriil-
mények kozott timidint inkorporalna a DINS-be az a baktériumok jelenlétére
utal. Az arabinozil-citozin jelenlétében nem észleltiink timidin inkorporaciét.
Ennek megfelelgen a *H-timidin inkorporaciét a lymphocytak DNS-szintézisé-
nek kell tulajdonitani. A lymphocytak 3H-timidin inkorporaciéja a tenyésztés
soran rohamosan csékken, 5—10 éran beliill megsziinik. Ezzel egyidejiileg a
heterogén populacié homogén, csak kis lymphocytakbdl allé sejtekké alakul.
A sejtek atlagos atmérGjének valtozasat mutatja a 2. abra PHA-val stimulalt és
kontroll sejtkultirakban. Az izolalas utan 13 ym a sejtek atlagos atmérgje, ami
10 6ra utan 6 um-re csokken. Ezzel parhuzamosan valtozik a *H-timidinnel
jelzett sejtek szama is. Ha PHA-val stimulaljuk a kultdirdkat az atlagos sejt
atmérd ismét nd (Staub és mtsai 1976). A szintézis és a sejt a4tmér§ csokkenését
azok DNS polymeraz aktivitasanak csokkenése is kiséri (3. abra). A PHA-hata-

sara a *H-timidin inkorporacié, a sejt atmérs és a DNS-polymeraz aktivitas is ng.
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1. gbra. H-timidin inkorpordcié valtozdsa id6ben és gdtldsa arabinozil-citozinnal rovid és
hosszabb idejii sejtkultardkban.
(a: folyamatos — b: szakaszos jelzés)

Azt, hogy a heterogén tonsilla lymphocyta populaciéban milyen sejtek-
ben folyik DNS-szintézis, a kiilonb6z6 sejtek elvalasztasautan tudtuk eldénteni.

Diskontinuous szérum albumin gradiens alkalmazasaval a tonsillabél
nyert sejteket fajsilyuk alapjan frakcionaltuk. A kiilénb6z6 sejt-frakcikban
mértiik a timidin inkorporaciét, valamint a sejtek DNS-polimeraz aktivitasat,
ami parhuzamosan kell hogy valtozzon a DNS-szintézissel. Vizsgalatainkat
mutatja a 4. dbra, amelybél lathat6, hogy a lassan iilepeds sejtekben mind a
két érték magasabb, mint a gyorsan iilepedd (kis lymphocyta) frakciéban
(Staub és mtsai 1975).

Extra-cellularis DNS

T6bb szerzé vizsgalatainak eredményeibdl ismert, hogy phytohaemagglu-
tininnal stimulalt lymphocytakbél DNS exkretalédik a médiumba, amely
— mint savban nem o0ld6dé frakei6 — kinyerhetd. Ezt a jelenséget human
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2. dbra. Atlagos sejtitmérs és jelolési index viltozdsa a tenyésztés alatt.

periférias vér lymphocytak in vitro PHA-val végzett stimulalasakor figyelték
meg, a sejtek kiiilepitése utan a feliiliszéban DNS-t talaltak (Rogers és mtsai
1972, Rogers 1976). Korabbi vizsgalatainkban azt talaltuk, hogy a huméan
tonsilla lymphocytak citoplazmajabél, illetve a sejtmembranbél DNS izolal-
haté (Bal6-Banga és mtsai 1973).

Abban az esetben, ha a frissen izolalt tonsilla lymphocytakat 3H-timi-
dinnel 60 percig jeleztiik, majd a sejteket friss tapfolyadékba vittiik, a sejtek-
ben csokkent az 5%,-0s TCA-val kicsaphaté radioaktivitas. Ezzel ardnyosan
emelkedett a tapfolyadékban a savval kicsaphaté radioaktivitas (5. abra).
A sejtek feliildszéjaba jutott *H-timidinnel jelzett anyag DNS-nek bizonyult,
amelyet hidroxylapatit oszlopon tisztitottunk (6. abra). A savban nem oldédé
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3. @bra. Tonsilla lymphocytdk stimuldldsa PHA-val és DNS-polymerdz aktivitdsa.

3H-timidin tartalom 70—809-a kett§sszali DNS-nek bizonyult. A tisztitott
DNS jellemz& fényelnyelési adata: 260/280 = 2,15.

Az a tény, hogy a sejtek altal djonnan szintetizalt DNS-savban nem
0ld6dé formaban izolalhaté volt a feliillisz6bél, arra utalt, hogy nem a sejtek
szétesésébdl, sejt pusztulisbél szarmazik. Ezt megergsiti az, hogy *C-valinnal
és 3H-uridinnel jelezve a sejteket lényegesen kevesebb jelzett anyag jut a tap-
folyadékba (7. abra), mint a DNS-jelzés esetében. A sejt nagysaganak a valto-
zasaban talalt megfigyeléseinkkel j6l megegyeznek a DNS-exkréciéval kap-
csolatos adataink. A DNS leadasa mas sejtek esetében is ismert, amelyek dif-
ferencialodassal specializdlédnak. Ilyen példdaul a retikulocitikbél a vorss-
vértestek magvatlan alakjainak a kialakuldsa eml8sok esetében.

A blast allapoti sejteknek nyugvé sejtekké torténd atalakulasa feltéte-
lezhetGen annak a DNS szakasznak a kilok§désével jar, amelynek szabalyozé,
esetleg inicialé szerepe lehet a replikaciban. Felmeriil és tetszetGsnek latszik
az a magyarazat is, hogy esetleg az ellenanyag-szintézishez sziikséges genom
transzferalédik mas sejtekbe, propagalva ezzel az antitest-szintézist, amely
ezen az uton nem direkt, csak az antigén hatasara torténne. Ez a feltételezés
az ellenanyag-szintézisnek azt a hipotézisét tamogatnd, amely szomatikus
mutaciként magyardzza az antigén hatdsara bekovetkez8 sejtosztédast.
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5. dbra. *H-timidinnel jelzett DNS exkréciéja a tonsilla lymphocyta-tenyészetben.
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6. dbra. A tapfolyadékba jutott DNS kromatografidja hidroxylapatit oszlopon.
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7. Gbra. A 3H-timidin, 3H-uridin és 4C-valin jelzés sorsa a tonsilla lymphocytakban.
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Tonsillgris T- és B-lymphocytak

A tonsilla lymphocyta populaciéban a T- és B-sejtek aranyat tobb szerzé
tanulméanyozta. A lymphocytak tébbsége a tonsillaban — szemben a peri-
férias vérrel — B-lymphocyta. Tablazatban mutatjuk be a periférias vér, a
tonsilla és az appendixhél izolalt B és T sejtek szazalékos eléfordulasat, amely
adatokat sajat vizsgalatainkkal is megergsitettiink.

I. tablazat

Periférias vér Tonsilla ) Appendix
%
B lymphocyta* 12,2 ‘ 56,7 51,5
T lymphocyta** 50,0 ] 23,6 27,9

C. Alexopoulos, A. G. Papayannis and C. Gardikas: Acta haemat. 55. 95—98 (1976).
* B lymphocytdk dtlagértéke EAC-rozettaképzés alapjdn
** T lymphocytdk 4dtlagértéke spontdn-rozetta-képzés alapjdn.

A lymphocytak stimulalasara, a stimulacié kovetésére altalaban a timi-
din felvételt alkalmazzak. A szdvet- és szervatiiltetéssel kapcsolatos gyakor-
lati igények siirgetGen vetették fel, hogy rovid idén beliil, de megbizhaté
informéciék alapjan az atiiltetés lehet8ségérsl dontést kapjon a felhasznalg.
A timidin felvétel helyett ezért — amely legalabb 72 6ras tenyésztési id6t
igényel — az uridin felvételt, az uridin inkorporaciét kisérelték meg erre a
célra felhasznalni. Ez a vizsgalati rendszer lényegesen révidebb idén beliil ad
értékelhets eredményt. Mitogénekkel tortént stimuldciéknal mar egy éra utan
fokozédik az uridin felvétel. Igy a kevert rendszerekben (donor + acceptor)
is varhaté volt, hogy a diagnézis felallitasahoz sziikséges adatok lényegesen
rovidebb idén beliil allnak a szévetatiiltetéshez rendelkezésre. A kevert kul-
tirdkban a donor és az acceptor kélesonhatasa az uridin inkorporacié alapjan
is megbecsiilhets. Ahhoz azonban, hogy ezt az eljarast megbizhatéan alkal-
mazni lehessen, az uridin-felvétel, az uridin-transzport, illetve az ezeket bhefo-
lyasolé tényezdket sziikségesnek latszott pontositani. Annil is inkabb, mert
djabban egyes szerzdk az uridin felvételét a T- és B-sejtek elkiilonitésére is
megfelelének tartjak (Hollingsworth és Carr, 1973, Scott és Josephs, 1975).
Sajat vizsgalatainkban az uridin transzportot, mindenekel§tt az uridin-fel-
vétel és az RINS-be térténd inkorporacié koriilményeit és ezek osszefiiggését
tartottuk indokoltnak vizsgalni. Azt taldltuk, hogy a tonsilla lymphocytak
SH-uridin inkorporaciéjat a tapfolyadék uridin-tartalma erésen befolyésolja.
Az extracellularis uridin-koncentracié novelésekor az RNS-be torténd beépiilés
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9. dbra. A lymphocytak 4ltal felvett *H-uridin sorsa.

és a transzport fokozédik (8. abra, Sasvari és mtsai 1975). Ez a kisérlet azt
mutatta, hogy a 3H-uridin inkorporaciébél nem lehet az RNS-szintézisre kovet-
keztetni, sziikségessé valt az RNS kézvetlen prekurzorainak a ribonukleotid
trifoszfatok koncentraciéjanak a meghatarozasa (9. abra). Gyors és specifikus
médszert dolgoztunk ki a lymphocytak ribonukleotid trifoszfat pooljanak
mérésére (Sasvari és mtsai 1975). Az RNS-polimeraz teszttel a tonsilla lym-
phocytdk ATP, UTP, GTP és CTP tartalmat lehet meghatarozni, amelyet a
10. abran tiintettiink fel. Az UTP sejten beliili koncentraciéjabél és annak a
specifikus radioaktivitasabdl kiszamolhaté a sejtek DNS szintézisének a
sebessége.

A tonsilla lymphocytdk 18,6 pmol UTP-t tartalmaznak ug DNS-re
vonatkoztatva. Vizsgalati eredményeink alapjan 10¢ sejt 160 pmol UTP-t
és 680 pmol ATP-t tartalmaz. Az utébbi adat j6l megegyezik az tin. Luciferaz-
médszerrel kapott meghataroziasok eredményeivel.
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10. dabra.

Az irodalomban talalhaté adatok alapjan (Hollingsworth és Carr, 1973,
Scott és Josephs, 1975) a T-lymphocytak tébb uridint inkorporalnak, mint az
ellenanyag-termelésért felelgs B-lymphocytak. Korabbi vizsgalataink szerint
azonban a sejtek *H-uridin inkorporaciéjat meglehetésen sok koriilmény befo-
lyasolja, amelyeknek az elhanyagolasa téves kovetkeztetésekre vezethet.
A tonsilla lymphocytakat nylon gyapot oszlopon T- és B-frakciéra szeparaltunk.
A nem adherens frakeié 759%,-a T-sejt és 6,5%:-a B-sejtet tartalmazott, mig a
gyengén kot6dd frakeié, amelyet a nylon gyapotrél mechanikusan le tudtunk
razni 6%, T- és 609, B-,illetve egyéb sejtet tartalmazott. AT- és B-sejteket az
E és az EAC rosetta, illetve anti-IgM kotés alapjan identifikaltuk (11. dbra).
Az irodalmi adatokkal ellentétben a tonsilla lymphocytak B-sejtekben gazdag
frakciéjaban haromszor nagyobb volt a 3H-uridin-felvétel és inkorporicio,
mint a T-sejt frakciéban (12. abra). A két frakcié *H-timidin inkorporaciéjat
és DNS polimeraz aktivitasat is dsszehasonlitottuk, ahol szintén a B-sejt
frakeié bizonyult aktivabbnak (12. abra). Ha azonban a két frakciét PHA-val
stimulaljuk, akkor 24 6ra milva a korabban kevésbé aktiv T lymphocytik
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11. d@bra. Nylon gyapot oszlopon szeparalt tonsillalymphocyta frakeiék. T: nem adherens sejtek,
B: adherens sejtek, K: kiinduldsi sejtek.

fognak tébb 3H-uridint felvenni (13. abra). Kisérleteinkb8l egyértelmiien
latszik, hogy a 3H-uridin felvétel és inkorporacié nem alkalmas a T és B lym-
phocytik megkiilonboztetésére. Annak értéke a sejtek aktivalt allapotatél
fiigg. A tonsilliban a B lymphocytak aktivaltak elsGsorban, PHA hatasara
pedig a T lymphocytak aktivalédnak (13. abra). A sejtekben mért *H-uridin
felvétel jol megegyezik a savoldékony pool 3H-UTP tartalmaval, ami szintén
haromszor magasabb a B lymphocyta frakciéban frissen izolalt sejtek esetében.

A tonsillaris T- és B-lymphocytak sugdrérzékenysége

A lymphocytakrél ismert, hogy ultraibolya fény (UV.) hatasara a DNS-
ben bekiévetkezett karosoddsokat a sejtek képesek helyreallitani (repair).
Vizsgalatainkban a T- és B-sejtek UV.-érzékenységét vizsgaltuk, hogy a kétféle
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12. dbra. 3H-timidin inkorporédcié és DNS-polymerdz aktivitds a nylon gyapot adherens (II) és
nem adherens (I) szubpopuldciékban.
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13. dbra. 3H-uridin inkorpordcié tonsilla lymphocyta szubpopulédciékban
(sejtszeparélds nylon gyapot oszlopon).
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14. dbra. UV.-fény hatédsa a T- és B-lymphocytdk E- és EAC-rosettaképz6 kapacitdsara.

lymphocyta kozott talalhaté-e karakterisztikus kiilonbség. Greaves és Brown
(1974) altal leirt, és kisérleteink alapjan médositott (Csuka és mtsai 1976)
sejt elvalasztasi eljarassal T- és B-sejteket szeparaltunk. A szeparalt sejteket
kiilsnb6z8 dézisi UV.-sugarral kezeltiik. A sériilések kimutatasara a membran-
receptorok vizsgalatat hasznaltuk; a T-lymphocytak erytrocyta-kotSképes-
ségét (E rosetta), ill. a B-lymphocyta C; receptoranak valtozasat (EAC-rosetta).
Vizsgalatainkban azt talaltuk, hogy 50—200 erg/mm? UV.-sugérzas jelentdsen
csokkentette a T-lymphocytak rosettaképzd képességét és alig befolyasolta a
B-lymphocytak EAC-rosetta képzését (14. abra). A sejtek életképessége
kozvetleniil a besugéarzast kovetden nem valtozott (15, 16. abra). A T- és B-
lymphocytik tilélése a besugarzast kovetden 1,—2,—12 éra miilva azonos ara-
nyi volt (17. abra). Az él6 sejtekre vonatkoztatott rosettaképzd sejtek szama a
T-lymphocytak esetében jelentdsen csékkent (18. abra). A B-lymphocytak
esetében viltozast nem vagy alig tudtunk kimutatni (19. dbra). A vizsgalati
eredmények arra utalnak, hogy a T-sejtek feliiletén a rosettaképzésért felelds
receptor UV.-fény hatdsara érzékenyebb, mint a B-sejtek EAC receptora
(Csuka és mtsai 1977). :

Tonsillaris lymphocytdk lizozim termelése

Mint méar emlitettiik, az immunvalasz reakciéban specifikus és aspecifi-
kus tényezbk szerepelnek. Az aspecifikusak koziil a baktericid hatasi lizozim
az egyik jelentés komponens. A lizozim (EC 3.2.1.17) a Gram pozitiv bakté-
riumok sejtfalaban levé N-acetyl muraminsav és N-acetyl glukézamin kozti
Bl — 4 kotést bontja, és ezzel egyidejlileg a kérokozét elpusztitja.
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16. bra. UV.-fény hatdsa a B-lymphocytik életképességére és EAC-rosetta képzésére.
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17. dbra. UV.-fény hatdsa a T-és B-lymphocytik életképességére a besugdrzdst kovetSen.
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18. abra. UV .-fény hatdsa a B-lymphocytdk életképességére és EAC-rosettaképzésére a besugar-
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19. abra.UV.-fény hatdsa a T-lymphocytédk életképességére és E-rosettaképzésére a besugdrzast
kovetden.

A lizozimrél ismert, hogy a szervezetben minden olyan helyen megtalal-
haté, ahol nyalkahartyaval fedett felszin van. A nyélkahartya feliiletére szek-
retalt komponensek kozott a lizozim és az immunglobulinok IgA tipusa alta-
laban egyiittesen vannak jelen. Az IgA, illetve az SIgA (szekretorikus ellen-
anyag) a szajiireg, a tapcsatorna egész feliiletén, a tejben, a konnyben és egyéb
szekrétumban megtalalhaté a lizozimmal egyiitt. Feltételezhet, hogy a szekre-
torikus ellenanyag a komplement és a lizozim szinergetikus hatasi a Gram
negativ mikroorganizmusok hatastalanitasaban (Hill és Porter, 1974).

A human tonsilla palatina nyers kivonataban igen jelent§s lizozim akti-
vitast mutattunk ki. A tonsillabdl izolaltuk és tisztitottuk az enzimet, amely-
18l részletesen beszamoltunk (Puskis és mtsai 1972).
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Vizsgalataink célja az volt, hogy lizozim aktivitast, illetve a lizozim
szintézisért felelds sejteket pontosabban identifikaljuk. MindenekelStt fel-
meriilt annak a kérdésnek megvalaszolasa, vajon a lymphocytdk (a tonsilla
sejtek 95—979,-a) képesek-e lizozimet termelni, tovabba a lizozim szintetizalé
sejtek termelnek-e IgA-t. A tonsilla sejtekbdl izolalt enzimet tisztitottuk, és a
lizozim homogenitasat radioaktivitas, litikus aktivitas és disc elektroforetikus
moédszer egyiittes alkalmazasaval bizonyitottuk (II. tablazat, 20. abra).

Vizsgélataink soran a tonsillabél izolalt sejtekben U-14-C-valin lizozimbe
torténd inkorporécié alapjan bizonyitottuk a de novo lizozim szintézist (21.
abra). Kisérleteink soran az dn. lyso-plate eljaras tovabb fejlesztésével médszert
dolgoztunk ki, amely alapjan a lizozim tartalom lymphocytikban egy-sejt-
szinten kimutathaté (22. dbra). Vizsgélataink alapjan megallapitottuk, hogy

II. tablazat

Lizozim tisztitds humdn tonsilla sejtekbdl

" S Térfogat Ossz. protein Ossz. lizozim SP%Hﬁ“E
Enzim tisztitdsi lépések (ml) (mg) (unit) aktivitas
(U/mg)
Sejt homogenizdtum centrifugélas
utdn 150,0 32,10 225,0 7,50
Feliilasz6 (pH 4,5) 140,0 14,70 182,5 12,41
Feliiltszé 100 °C-on torténd
kezelés utdn 132,0 10,62 132,0 12,45
Amberlite IRC-50 10,0 1,00 120,0 120,0
Bio Gel P-10 3,0 0,15 110,0 733,33
ch A
oy o
: wF
10000+ :":
! 30
5000 i 20
: 10

- +
20. dbra. A tisztitott lizozim homogenitdsat polyakrylamidgél elektroforézissel vizsgéltuk.

Az U-14-C-valinnal jelzett enzim radioaktivitdsat (--O--) és enzim aktivitdsit (— e —) tiintettiik
fel.
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21. dbra. Lizozim tisztitds Bio Gel P-10 oszlopon. A tisztitott enzimet az oszloprél eludltuk és az
egyes frakciék radioaktivitds (—.—A4—.—), lizozim aktivitds (-@-) és O. D. 280 myu (-O-
értékeit tiintettiik fel. (A = kontroll, B = 1 mM cycloheximiddel kezelt.)

a tonsilla lymphocytak de novo szintetizalnak lizozimet (Antoni és Puskas,
1974, Puskas és mtsai 1975).

A lizozim szintézisért egy meghatarozott lymphocyta szubpopulécié
felelgs (Puskas és mtsai 1975, 1976). Ezt a szubpopulaciét a tonsilla lympho-
cytakbol szérummentes iiveggyapoton torténd adherencia alapjan sikeriilt
szeparalni (III. tablazat). A lizozimet termeld sejtek nem adherensek az iiveg-
gyapothoz. Az oszloprél az elsé atfoly6 frakciéban izolaltuk. A lizozimet szin-
tetizalé, un. ,,L. lymphocyta’ szubpopulacié discontinuous albumin gradiens
centrifugélassal is elkiilonithet§ a tonsillabél izolalt mas sejtektél (23. abra,
Puskas és mtsai 1975).

Vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a tonsillaris lymphocytak
egy szubpopulaciéja lizozimet termel, ellentéthben a periférias vérben levé
lymphocytakkal, amelyekré6l az irodalmi adatok alapjan ismert, hogy lizozimet
nem szintetizalnak. A lizozimet szintetizal6 lymphocytdkban mérhet§ lizozim
tartalom nem elhanyagolhaté a granulocytakban és monocytdkban talalt
lizozim tartalomhoz viszonyitva (IV. tablazat).
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&

22. dbra. A tonsilla lymphocytdk koriil kialakult lytikus z6ndk fénymikroszképos képét mutat-
juk be. A sejteket Micrococcus Lysodeicticust tartalmazé agarose gélbe szuszpendiltuk, és
37°C-on 24 6rdn it inkubaltuk.

E % DISCONTINUOUS ALBUMIN GRADIENSEN El:\/ALASZTOTT
&'y TONZILLA SEJTEK LIZOZIM AKTIVITASA
& |5
2x108+30
- = - - lizozim(E) +=5x108 sejt
sejtszdm = 17%
=21%
108415
=25%
=31%
J -»35%
0 0" T T T T

-
17 21 25 31 35% albumin
frakcié

23. dbra. A tonsilla sejt szuszpenziét discontinuous albumin grddiens centrifugdldssal frakcional-
tuk. A centrifugéldst 120 X g-vel 17 percig 4 °C-on végeztiik. Az dbrin az egyes albuminfrak-
ci6kbél kinyert sejt szdm- és lizozim aktivitdsértékeket tiintetjiik fel.
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III. tablazat

Lizozim specifikus aktivitds értékek kiilonbozé médszerekkel frakciondlt tonsilla sejt populdciékban

Kiindulési sejt populdcié Szeparélt sejtek
oo spec. akti- Sejtszeparélas pg lizozim/ | SP€C akti- %
ugl ol:zoz.l:n/ ( ‘;‘i:“, / 107 (,ug‘l,}tz:im / szeparalt sejt % 100)
se g lizozim, ocyt iz - —
' mg fehérje) T mg fehérje) Osszes sejt

discontinuous albumin gra-
diens centrifugalds (319,-

1,8 0,009 os albuminban iilepedd 30,0 0,120 4
lymphocytak)
1,6 0,008 | iiveggyapot oszlop 13,5 0,075 10

(szérum mentes)

iiveggyapot
2,0 0,009 ¥ 35,0 0,140 3.5
nylon gyapot

1.8 0,011 vas por R 10 1.8 0,010 98

IV. tablazat

Izoldlt sejtek lizozim tartalma

Sejt g lizozim [107 sejt. Szerzdk
Monocyta 50—200 Heise és Myrvik 1967.
Granulocyta 5— 10 Hindenburg és mtsai 1974.
,»,L-lymphocyta” 10— 30 Puskds és mtsai 1975.

A tonsillaris lymphocytéak lizozim termelését azzal hoztuk dsszefiiggésbe,
hogy a tomsilla palatina a kiilvilaggal is érintkezd, egyik legnagyobb nyirok-
szerviink, amelyben a lymphocytidk a fokozott funkcionalis igényekhez adap-
talédtak. Kisérleteinkben gondosan iigyelniink kellett arra, hogy az esetleges
makrofagok jelenlétét az izolalt sejtfrakcioban kizarjuk. Azt azonban még
jelenleg sem sikeriilt egyértelmiien bizonyitanunk, hogy esetleg a makrofagok
valamelyik érési alakja van jelen abban a lymphocyta szubpopulaciéban,
amelyet mi izolaltunk. Ha ilyen jelen is van, ennek a mennyisége elhanyagol-
hatéan kicsi ahhoz a viszonylag magas lizozim termeléshez képest, amelyre a
szubpopulacié sejtjei képesek in vitro koriilmények kozott. Az dn. ,,L-szub-
populacié™ sejtjeiben a lizozim-szintézis és az IgA-termelés szabalyozasara
vonatkozé vizsgalatokat végziink.
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A tonsillaris lymphocytik fehérje szintézisének homérsékleitol fiiggo valiozdsa

Vizsgalatainkban megéllapitottuk, hogy a tonsillak el§zetes térolasa
+4 °C-on jelentdsen csokkenti a szervbdl izolalt lymphocytak fehérjeszinté-
zisét, ugyanakkor a sejtek RNS-DNS szintézise nem valtozik (24. abra, Farkas
és mtsai 1977). A frissen izolalt sejtek +4 °C-on torténg inkubalasa csokkenti
az aminosav inkorporaciét, de nem befolyasolja a sejtek aminosav felvételét
(25, 26. abra).

A fehérjeszintézis csokkenése a 37 °C-on t6érténd inkubélassal rekupera-
16dik, és eléri azoknak a sejteknek a fehérje szintetizal6 sebességét, amelyeket
el6zetesen nem inkubaltunk +4 °C-on (25. dbra). A rekuperacié id6 és hémér-
séklet fiiggd folyamat, amely cikloheximiddel gatolhaté (27., 28. abra). Isme-
retes, hogy a sejtekkel kapcsolatos vizsgalatoknal a sejtkinyerést és a vizsga-
latokat megel§zé folyamatot -4 °C-on végzik.

Vizsgalataink eredményei arra utalnak, hogy az el6zetes 4 ©°C-on
torténd kezelés idGtartama jelent8s mértékben befolyasolhatja a késébbi
vizsgalati eredményeket. Ezért ajanlatos az el8készit§, 44 °C-on torténé
eljarasokat azonos id8 intervallumon beliil végezni. A sejtek fehérjeszintézisé-
nek csokkenése, amelynek a 44 °C-on torténé elzetes tarolasa az oka, arra
utal, hogy a fehérjeszintézis folyamatanak valamely szakasza ,,elakad”.

100&: -

80+

60-

aktivitds %

40+

204
25 5 9 5 2t
24. bra. A tonsilldk 0—24 6rds -4 °C-os tdroldsa utdn szepardlt lymphocytdk “C-valin (e — o ),
3H-uridin (Il — — M), H-timidin (0-«-- - o) inkorporiciéja, a tdrolds nélkiili tonsillakbdél frissen

izolalt sejtek inkorpordciéjanak szdzalékaban.
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25. dbra. A térolds nélkiili tonsillikbél izolalt lymphocytdk 60 perces 14C-valin inkorpordciéja:
elginkubdlds nélkiil [, elginkubdlva: 60 percig -+4°C-on [7] , 60 percig -+4°C-on, és ezt kivetd
60 percig 37°C-on [x].

25 § 10 20perc
26. dbra. A térolds nélkiili tonsillikbél izoldlt lymphocytdk aminosav felvétele: elinkubélds
nélkiil o e, 90 perces +4°C-on torténd eléinkubaldst kovetden e ---e.
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300+

2004

aktivitds %

100+

L 0 20 379C
27. @bra. 24 6raig +4 °C-on térolt tonsillakbél izoldlt lymphocytak 60 perces 14C-leucin inkorpo-

raciéja +4°C, +10°C, +20°C, +37°C-on torténd 30 perces elginkubéldst kovetden, az el-
inkubdlds nélkiili sejtek inkorporiciéjanak szazalékdban.

121

cpmx109108 sejt

0 15 30 60 perc

28. dbra. A tarolds nélkiili tonsillakbél izolalt lymphocytdk 0 —60 perces 37 °C-os eldinkub4ldsat

kovetd “C-valin inkorporéciéja, ha a rendszer nem tartalmazott cycloheximidet e e, ha

az el6inkubdlds alatt jelenlevd 5 p/ml cycloheximidet az eldinkubalds végén eltdvolitottuk a
rendszerbdl [X]- - - [x].
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A fehérjeszintézis blokkolédhat a transzlacié valamelyik szakaszdban, vagy
az azt kovetd posztszintetikus fazisban. Lehetséges tovabba, hogy a fehérje-
szintézishez sziikséges valamelyik faktor inaktivalédik -4 °C-on. A fehérje-
szintézis rekuperalédik a +4 °C-on térténd tarolast kovetd 37 °C-on térténd
inkubélas kovetkeztében, ami tehat a folyamat reverzibilis jellegére utal.

Lymphocytdk citotoxin termelésének vizsgdlata

A B-lymphocytak a kérnyezetbe ellenanyagot, immunglobulinokat
szekretalnak. A T-lymphocytak citotoxikus és feltételezhetGen még sok egyéb
mas faktorokat is szintetizalnak, amelyek a lymphocytak kézotti kélessnhatas
szabalyozasahoz sziikségesek. Vizsgéalatainkban kimutattuk, hogy a kultdrak-
ban tartott lymphocytak médiumabél izolalt fehérjetermészetd anyagok
befolyasoljak a friss lymphocytak tulajdonsagait. Bizonyitottuk, hogy azok
in vitro kériillmények kozott lizaljak a lymphocytakat, ill. a makromolekuldk
szintézisét gatoljak (29., 30., 31. abra, T. Szabé és Antoni 1975., T. Szabé és
mtsai in press). A lizist Cr®'-el jelzett lymphocytak alkalmazéasaval (32. abra),

Y4Coval, limfocita
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100- ]
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29. dbra. Lymphocytdk 4 érds inkubdldsi médiumabél, amméniumszulfattal 3 frakciéban kicsapott

Jehérjék hatdsa a lymphocytdk “*C-valin inkorpordciéjara. — A: 0—309, telités; B: 30 —709, teli-

tés; C: 70—1009; telités. Inkorpordcié mérés: 107/ml sejt Hanks-médiumban inkubdlva, a jelzett

id6pontokban 30 perces pulzusjelzés. A fehérje-frakciék nélkiil inkubdlt kontroll sorozatok

inkorpordciéjanak 9,-dban fejeztiik ki a fehérjék jelenlétében mért jelzettséget. Az egyes frak-
ci6kbél 200 ug-t adtunk 107 sejthez.
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30. dbra. A fehérjefrakciok hatdsa a lymphocytak RNS szintézisére. Inkorpordcié mérés: 107/ml

sejt Hanks-médiumban inkubélva, a jelzett id6pontokban 30 perces pulzus jelzés 3H-uridinnel.

Az inkubélds utdn a TCA-val kicsapott sejtek jelzettségét mértiik. Az dbra felss részén a specifi--
kus aktivitdst, az dbra als6 részén a kontrollhoz viszonyitott inkorporaciét mutatjuk be.

a makromolekulik szintézisében a gatlast jelzett prekurzorok alkalmazisaval
mértiik. A komponenseket tisztitottuk. A tisztitott komponensek koziil egye-
sek csak a lymphocytak fehérjeszintézisét gatoljak.

Plazma membran
A lymphocytak funkciéjanak megismerésében jelents fejlédést jelen-
tett a plazma membran szerepének tanulményozasa, kiilonos tekintettel a

feliileti ellenanyagok, tovabba a lymphocyta feliiletének valtozasira, amely a
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31. abra. A fehérjefrakciok hatasa a lymphocytik DINS szintézisére. Inkorpordcié mérés: 5 X 10/ml
sejt Eagle-médiumban inkubdlva, 100 ug fehérje jelenlétében. Az dbran jelzett idGpontokban 60
perces pulzus jelzés *H-timidinnel. Az dbra fels§ részén a sejtekbdl izoldlt DNS-re vonatkozta-

tott specifikus aktivitdst, az dbra als6 részén a kontrollhoz viszonyitott jelzettséget mutatjuk
be.

kiilonb6z6 mitogének hatasara kovetkezik be. A lymphocyta membranra
vonatkozé ismereteinket jelent8s mértékben tamasztotta ald az a felismerés,
hogy a fluid mozaikmodell az eucaryota plazma membranjara jellemz§ alla-
pot. A plazma membran az eucaryotak — igy a lymphocytak esetében is —
nemcsak a sejt és a kiils6 kornyezet kozotti elhatarolast jelenti, hanem a
plazma membran koézvetits szerepét is a kiilsé kornyezet és a sejt belsg tere
kézott. Mas széval a plazma membranoknak ,,atvezetd” funkciéja és szerepe
van az eucaryota-sejtekben. A lymphocytak histokompatibilis antigén tulaj-
donsiganak felismerésében az antigén kémiai szerkezetének vizsgalatahoz
sziikséges a plazma membran izolalasa. A lymphocytak és mas sejtek membran-
janak preparalasarél tébb szerz6 szamolt be. Vizsgalatainkban a humén
tonsillaris lymphocytakbél preparaltunk mag- és mitokondrium mentes készit-
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32. abra. Az abran bemutatott fehérjefrakciok jelenlétében mért 5'Cr-felszabadulds, 24, 48 6rds inku-
balds utan (5x10° sejt/ml, 100 ug fehérjefrakcié/ml).

ményeket, amelyekbdl az egyes receptor fehérjék szeparalasara eljarasokat
dolgoztunk ki. A vizsgalatainkban hasznalt tonsilla-sejtek membrén pre-
paralasat az alabbi dbra szerint végeztiik (33. abra, Hrabak és mtsai 1974,

Hrabak 1976).

A frakcionalas sordn a DNS és RNS tartalmat koévettiitk (Hrabik és
mtsai, in press). Az egyes frakciok jellemz§ adatait tablazatban tiintet-

jiik fel.
V. tablazat

Human tonsilla-lymphocytdk szubcelluldris frakciéinak kémiai ésszetétele

Fehérje DNS ’ RNS Hex6z Hexézamin Szidlsav
Frakeiék (Bssz-sejt

%-aban) ug/mg fehérje egységekben
Teljes sejt 100 189 62,5 18,6 2,92 5,36
Magfrakcié 50,7 779 67 27,2 5,65 5,04
Mitokondrium 7.1 88 105 50,5 5,02 8,9
Mikroszomailis fr. 5,0 44.6 88,8 57 157 19,4
Citosz6l 37,2 28,9 10,5 1,66
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33. dbra. Plazma membran frakciék izoldldsa humédn tonsilla lymphocytdakbél.

A tisztitas soran kovettilk a membran frakciéra jellemz§ 5° nukleotidaz

és a glukoéz-6-foszfataz aktivitast.

A tablazatbél lathat6, hogy elsGsorban szialsav és neutralis hexézokban

gazdag glikoprotein frakeciét izolaltunk. Az izolalt frakeié osszetételét és homo-

genitasat kromatografias és gélelektroforetikus médszerekkel vizsgaltuk. A
frakecié Sephadex-G 150 gélsziirés alapjan homogénnek bizonyult, diszulfid

VI. tablazat

Human tonsilla lymphocytak subcelluldris frakciéinak enzim aktivitds értékei

14C-valin Citokrém Gl-6-Paz Savas foszfatéz 5’-AMPéz
Frakeiék inkorporicié oxidaz
(dpm/mg - feh.) U/mg feh.h uMP/mg feh. h

Homogendtum

(teljes sejt) 0,027 0,278 1,029 1,63
Magfrakei6 4910 0,112 0,310 0,855 1,44
Mitokondrium 71720 0,340 0,241 1,862 2,32
Mikroszéma 45 900 0,036 0,340 1,030 2,82
Citoszol 34 400 0,01 0,348 1,170 1,45
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34. abra. A LIS-kivonat gélsziirése Sephadex G 150 oszlopon (oszlop mérete: 1 X 80 cm). A moel-
kulastlyok kalibrdldsdra szérum albumint és ribonukledzt hasznéltunk.

hidakat nem tartalmazott, molsilya 45—50 000 koriili érték (34. abra). DEAE
cellul6z oszlopon kromatografalva a frakcié erdsen savanyd karakterd, két
nagyobb frakciéra bonthaté (Hrabak és mtsai 1973), az SDS poliakrilalamid-
-gél elektroforetikus maédszerrel harom frakciéra bonthaté (Ms: 40 000, 46 000,
49 000). A frakcié a sejt osszfehérje tartalmanak kb. 0,035%-at tartalmazza,
ami a membran fehérjék 3,5%-at jelenti. Az izolalt frakcié biologiai aktivitast
mutat in vitro, gatolja a humén lymphocytik és a birka vordsvértest kozott a
rosettaképzést (Hrabak és mtsai 1975). A frakciék a lectinek stimulalé hata-
sat gatoljak a koncentracié fiiggvényében. A gatlast annak tulajdonitjuk,
hogy az altalunk izolalt membranfrakci6 szénhidrat determininsai két8dnek a
lectinekhez, és ez gatolja az utébbiak membranhoz kot6dését. Ez arra utal,
hogy az izolalt frakeci6 lectin receptor tulajdonsdggal rendelkezik (Hrabak és
mtsai in press). A membran receptorok és a membran kotott enzimek kozotti
kolesonhatasok megismerésében tanulmanyoztuk a lymphocyta membranok
ATPéz enzimeire a peptid hormonok hatésat. Az insulin és glukagon az egyes
membran ATPazokra eltérfen hat. Az insulin 1—10 uM koncentraciéhan
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20—309%,-kal fokozta a Mg?* fiigg6 ATPaz hatasat (35. abra), de hatéstalan
volt a Nat 4 Kt ATPazra, tovabba a Mg 4 Ca?'-dependens ATPazra.
A glukagon 10 nM koncentraciéban gatolja a Mg?™ + Ca?-dependens ATPazt,
de nem hatott a masik kettére (36. dbra, Szamel és mtsai 1976). Az insulin
hatésat az egyiittesen adott — dnmagaban hatéastalan glukagon —, az utébbiét
pedig az inzulin megsziintette (37., 38. abra). Ha a mikroszéma frakciérél
solubiliziltuk a receptorokat, vagy a mikroszéma kinyerés eltt kezeltiik a
sejteket detergenssel, ez a hormonhatast felfiiggesztette (39. dbra, Szamel és
mtsai 1977). Vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a hormon — ATPaz
kolesonhatas kialakulasdhoz a membran feliiletén a receptorok jelenléte sziik-
séges. Ezek alapjan valészintinek tartjuk, hogy a receptor-kétott hormonok a
membran ATPazokra gyakorolt hatidsa a membran konformécié valtozasaval
fiigg ossze.

A lymphocytdk membranjaval kapcsolatban tanulmanyoztuk a helyi
érzésteleniték (lidocain és szirmazékai) hatdsat. Vizsgilataink alapjan meg-
allapitottuk, hogy a helyi érzésteleniték 10 2 mol koncentraciéban gatol-

12 120

114 ~110

pumol. P,/0,2mg protein/30 perc
aktivitds a kontroll érték szdzalékdban

104 100

s T =T = T == T — L0
0 1070 1079 10°8 107 10 10
M inzulin

35. dbra. 50 mM Tris-HCl pufferban (pH 7,4), amely 5 mM ATP-t, 5 mM MgCl,-t tartalmazott,
mértiik emelked koncentréci6jt inzulin aktivalé hatdsdt a Mg2+-dependens ATP4z aktivitdsra.
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36. abra. 50 mM Tris-HCI pufferban (pH 7,4) 5 mM ATP-t, 5 mM MgCl,-t, 25 uM CaCl,-t tartal-
mazé reakciéelegyben mértiik emelkedd koncentréciéja glukagon gatlé hatdsat a Ca%+-aktivilt
ATPaz aktivitdsra.

jak a lymphocytdk a SH-timidin és 3H-uridin felvételét és inkorporacigjat
(40. abra). A helyi érzéstelenit§knek ez a hatasa a sejtekhez torténé hozza-
adasakor azonnal bekévetkezik. A gatlé hatas reverzibilis: ha az érzéstelenitdt
a rendszerbé6l eltavolitjuk, 4j médiumba vissziik a sejteket, a makromolekulak
bioszintézise tovabb folyik (Bojta és mtsai 1977, Hrabak és mtsai 1977).
A lymphocytakkal szemben termelt lytikus antiszérum hatasat a lidocain
potencirozta (41. abra). A lidocain hatasara a membran érzékenyebbé valik
az antiszérumban jelenlevé lytikus faktorokkal szemben (Antoni és Bojta
1977). A lidocainnak ez a lizist fokoz6 hatasa Ca?" koncentracié novelésével
kivédhet6 (42. abra).

Altalanosan ismert, hogy a lymphocytik feliiletén immunglobulinok
vannak jelen. Az immunglobulinoknak ezt a csoportjat feliileti immunglobu-
linoknak nevezziik. Vizsgalatainkban — melyet indirekt immunfluorescens
moédszerrel végeztiink — a human tonsillakbdél kinyert lymphocytak feliiletén
IgA, IgG és IgM immunglobulinokat mutattunk ki. Eljarast dolgoztunk ki az
immunglobulinokat specifikusan, ill. aspecifikusan két§ lymphocytak elkiils-
nitésére (Puskas és mtsai 1977). Vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy
a tonsilla lymphocyta populaciéban 89, IgA, 169, IgG és 8%, IgM szintetizalo
sejt van (VII. tablazat, Antoni és mtsai in press).
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37. d@bra. 50 mM Tris-HCI pufferban, 5 mM ATP és 5 mM MgCl, jelenlétében emelkedd koncent-
rdciéja glukagonnal az inzulin Mg2?+ dependens ATPdz aktivdlé hatdsa felfiiggeszthetd.
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38. dbra. 50 mM Tris-HCl pufferban, 5 mM ATP-t, 5 mM MgCl,-t, 25 uM CaCl,-t tartalmazé
reakciéelegyben az inzulin a glukagon Ca?* aktivalt ATPdzt-gatlé hatdsdt felfiiggeszti.
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39. abra. A mikroszoma frakcioét, ill. a lymphocyta sejtszuszpenziét a mikroszoma preparalds
elott 0,059, Triton X-100-zal kezeltiik 0 °C-on 20 percig. Ez a detergens koncentrdcié mind
az inzulin, Mg2+ ATPdzt aktival6, mind a glukagon Ca?t ATP4zt gdtlé hatdsit megsziinteti.

D kontroll IHD] Lidocain, 1072M
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40. dbra. Lidokain hatdsa humadn tonsilla lymphocytédk timidin, ill. uridin felvételére és inkorpo-
raci6jdra.
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41. dbra. Lidokain hatdsa az immuncitolizisre. A patkdnyban termelt antilymphocyta szérum
(ALS) citolitikus hatdsdt a 5Cr-al jelzett humén tonsilla lymphocytdkbél felszabadulé 5'Cr
mennyisége jelzi. (A sejtek kezdeti kromtartalma felel meg 1009;-nak.)
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42. dbra. Calcium ionok hatdsa a lidokainnal potencirozott immuncitolizisre.

A cAMP molekuldris hatdsmechanizmus vizsgdlata humdan tonsillaris
lymphocytakban

A cAMP-nek, mint intracellularis mediatornak a felfedezése egy elvileg
dj szabalyozasi mechanizmus felismerését jelentette az eucaryota sejtekben.
Az elmilt évtizedben nyilvanvaléva vilt, hogy a ¢cAMP nemcsak tébb poli-
peptid hormon medidtor anyaga, hanem mas szabalyozasi folyamatokban,
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VIIL. tablazat

Immunglobulint szintetizalé lymphocytik (%)

IgA ‘ IgG | IgM
atlag
18 | 165 | 19
I lobuli intetizalé +

adszorbtive koté lymphocytak (%)

IgA | IgG | IgM
dtlag
15.2 { 29,0 ‘ 29,0

ill. rendszerekben is mediator szerepet lat el. A sejtmembranban lokalizalt
adenilciklaz-hatasara a cAMP ATP-bél képzbdik. Az adenilciklaz sejttipuson-
ként mas-mas membrén receptorokhoz kapcsolédik. Ennek megfelelden az
adenilciklazt sejt-tipusonként méas hormon, illetve hormonszeri anyag képes
aktivalni. Egy adott sejtben a cAMP-szint emelkedés tehat nagyon specifikus
membranreakcié eredményeképpen jon létre. Az intracellularisan képzédostt
cAMP mindig az adott differencidlt sejt programjanak megfelelen specialis
funkeciot aktival, vagyis mindig olyan folyamatokat, amelyekre nézve az adott
sejtben a genetikai informacié elirhaté. A cAMP szerepével kapcsolatban a
lymphocyta proliferaciéban két egymassal ellentétes hipotézis ismert. Az egyik
szerint a mitogén stimulust kévetSen a cAMP-szint novekedik és ezt koveti a
foszfat inkorporacié a H 1 hiszton frakciéba és mas, citosolban levé fehérjékbe.
A lymphocytdk mitogenezisében a cAMP a feltételezés szerint pozitiv medi-
ator szerepet jatszik. A masik hipotézis szerint a cAMP gatolja a poliferaciot.
A cAMP-szint emelkedése az intracellularis foszfodieszteraz gatlasaval vagy
prostaglandinok, illetve cAMP analégok adasaval gatolja a mitogénekkel
stimulalt RNS DNS szintézist. Ujabban a lymphocytik mitogenezisének folya-
mataban kétféle cAMP fiigg6 proteinkinaz ellentétes hatasarél szimolnak be,
amely feloldhatja a korabbi két ellentmondé munkahipotézist (Byus és mtsai
1977). A ciklikus nukleotidok, a cAMP és a cGMP nagyon valészintien szerepet
jatszanak az immunvalasz reakcié intracellularis mediatoraiként is. A cAMP
immunolégiai hatasa minden valészinliség szerint a cAMP magi folyamatokat
befolyasolé miikodésével all osszefiiggésben. A cAMP magi folyamatokat
regulalé hatasanak vizsgalatara a lymphocytak bizonyulnak az egyik legjobb
kisérleti objektumnak. A cAMP sokféle folyamatot aktivalhat, vagy gatolhat,
de jelenlegi ismereteink szerint csak egy olyan molekularis szintt folyamat
ismert, amelyben a cAMP kézvetleniil részt vesz. Ez a folyamat a cAMP
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dependens proteinkindz aktivaldsa. Ezért vizsgélataink els6 feladataként a
lymphocyta proteinkinaz aktivalasanak tanulmanyozasat tiiztiik ki. A human
tonsilla lymphocyta sejtplazméaja magas hisztonkinaz aktivitdst mutatott,
és az enzimtisztitas soran kideriilt, hogy a lyphocyta legalabb két kiillonbo6zd
hiszton foszforilalé enzimmel rendelkezik. Ezeket egymastél DEAE celluléz
kromatografia alkalmazasaval sikeriilt elvalasztani. A két hisztonkiniz kiilon-
bézik a cAMP iranti érzékenységben, pH optimumban, stabilitasban és enzim-
kinetikai paraméterekben. A két enzim frakcié koziil az egyiket, amelyik cik-
likus nukleotidokkal nem aktivalhaté ¢cAMP independensnek, mig a masikat,
amelyik cAMP érzékenységet mutatott, cAMP dependens enzimnek neveztiik
(Faragoé és mtsai 1973).

A két enzim altal foszforilalt H2b hiszton triptikus peptidjeinek finger-
print analizisével kimutattuk, hogy a cAMP dependens enzim fleg egyetlen
kitiintetett helyen foszforilalja a H2b-t, mig a cAMP independens enzim tébb
oldallancot foszforilal. A lymphocytakbél nyert cAMP dependens enzim a
borji thymus H2b hiszton aminosav szekvencidjanak 36- vagy 38-as pozi-
ciéjaban levd szerin csoportot foszforilalja (VIIL. tablazat, Faragé és mtsai
1975). A hisztonkinaz hatéasrdl feltételezik, hogy az a sejtmagban, kromatin-
szinten érvényesiil. Az altalunk izolalt enzimeket a citoplazmaban talaltuk,
mig vizsgalataink tovabbi részében a human tonsillaris lymphocytdk magja-
ban tanulmanyoztuk a proteinkinaz aktivitast. Hasonléan mas sejtek magja-
bél nyert kivonatokhoz, a humaéan tonsillaris lymphocyta magjabél nyert
kivonat is hisztonkinidz aktivitassal rendelkezik és ¢cAMP independensnek
bizonyult. Azonban a magkivonatban olyan jelent§s mennyiséglii cAMP-
kot fehérjét talaltunk, amely nem szarmazhatott a sejtek feltardsakor a
plazmabél a maghoz keveredd szennyezésh§l. DEAE celluléz kromatografias
eljarassal kimutathaté volt a magban is a cAMP dependens hisztonkinaz, de

VIII. tablazat

Borji thymus H2b hiszton aminosav szekvencidja

5 10 15 20
H,N-Pro-Gln-Pro-Ala-Lys-Ser-Ala-Pro-Ala-Pro-Lys-Lys-Gly-Ser-Lys-Lys-Ala-Val-Thr-Lys-Ala-

25 30 35 40
Gln-Lys-Lys-Asp-Gly-Lys-Lys-Arg-Lys-Arg-Ser-Arg-Lys-Glu-Ser-Tyr-Ser-Val-Tyr-Val-Tyr-Lys-

45 50 55 60 65
Val-Leu-Lys-GIn-Val-His-Pro-Asp-Thr-Gly-Ile-Ser-Ser-Lys-Ala-Met-Gly-Ile-Met-Asn-Ser-Phe-

70 75 80 85
Val-Asn-Asp-Ile-Phe-Glu-Arg-Ile-Ala-Gly-Glu-Ala-Ser-Arg-Leu-Ala-His-Tyr-Asn-Lys-Arg-Ser-

90 95 100 105
Thr-Ile-Thr-Ser-Arg-Glu-Ile-Gln-Thr-Ala-Val-Arg-Leu-Leu-Leu-Pro-Gly-Glu-Leu-Ala-Lys-His-

110 115 120 125
Ala-Val-Ser-Glu-Gly-Thr-Lys-Ala-Val-Thr-Lys-Tyr-Thr-Ser-Ser-Lys-COOH

Iwai, K., Ishikawa, K. és Hayashi, H., Nature, 226. 1056 (1970).
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magi kivonatban a cAMP dependens enzim disszocialt alegységei is megta-
lalhaték. Az irodalombél j6l ismert az a tény, hogy a cAMP dependens protein-
kindz cAMP hatéasara katalitikus és cAMP kotd regulator alegységre disszo-
cial. Ez magyarazhatja a magas cAMP receptor aktivitdsat a magi kivonat-
nak (43. abra, Faragé és mtsai 1974).

A friss tonsilla lymphocyta ¢cAMP tartalma igen magas mis szovetek
c¢AMP tartalmahoz viszonyitva. A sejtek atlagos cAMP tartalma 60 pmol/10?
sejt, megkozelitéleg 60 pmol/mg szévet koriili érték, azonban ha az egyedi
tonsillakb6l szarmazé lymphocytdk cAMP tartalmat vizsgéljuk, kideriil,
hogy ez nagyon széles hatarok kozott valtozik. Sajat eredményeink (44. abra)
mellett feltiintetjiik az irodalomban talalhaté, huméan lymphocytikra vonat-
koz6 adatokat is (IX. tablazat).

Az altalunk vizsgalt egyedi tonsillik nagy csoportjanal a cAMP szint
30—50 pmol/107sejt, ez az érték jol megegyezik a keringd vér-lymphocytak

cAMP dependens proteinkindz, disszocidlt katalitikus aegység és cAMP independens hisztonkindz a magban
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43. Gbra. A magi kivonatok DEAE celluléz oszloprél eludl6dé frakciéinak hisztonkindz aktivita-
sat megmértiik cAMP jelenlétében és cAMP nélkiil (x-x-x-). A kettd kiilonbségét tiintettiik
fel cAMP dependens aktivitdsként (-e-e-). A és B dbrdn (30 000x g feliiltsz6 kromatogréfiaja)
lathaté, hogy a frakciék cAMP-kot6 aktivitdsa (O - O - O -) nem teljesen pdrhuzamos a cAMP-
dependens enzim-aktivitdssal. C 4brdn (105 000x g feliilasz6 kromatografidja) lithat6, a 0,1 M
foszfattal elualédé disszocidlt katalitikus alegység, amelyik nem kit cAMP-t, és a 0,2 M foszfat-
tal eludlédé cAMP independens hisztonkindz. A jelentds cAMP-kotd aktivitds ellenére cAMP
dependens proteinkindz holoenzim ebben a prepardtumban nines. D dbra a C dbran elkiilonit-
het két hisztonkindz frakcié relativ aktivitdsat mutatja. — A: 0,1 mg/ml H2b jelenlétében,
M: 1,0 mg/ml H2b jelenlétében, C: 1,0 mg/ml H2b + cAMP jelenlétében.
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44. dbra. Kiilonboz6 tonsilldkbél nyert lymphocytdk megoszldsa cAMP tartalmuk szerint.

IX. tablazat

Humadn lymphocytik cAMP tartalma

Sejt Kezelés cﬁ(l:l/lizx;t:};:n Szerz8k
Periférids vér, lymphocyta — 36,8 ‘ Wedner és mtsai
I 1975.
Periférids vér, lymphocyta — 25,8 Atkinson és mtsai
1975.
Izoldlt T-sejtek — 9,3 2
Periférids vér, lymphocyta — 38,6 Shneyour és mtsai
1976.
Lymphocyta tripszin 364,0 ”
Thymocyta — 1,4 =
Thymocyta tripszin 4,8 &
Periférias vér, lymphocyta — 70,4 Niaudet és mtsai
1976.
Lymphocyta isoproterenol 257,2 =
Thymocyta — 12,4 E
Thymocyta isoproterenol 78,0 E
Izolalt T-sejtek — 10,1 £
Tonsilla és adenoid sejtek 46,4 =
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cAMP-tartalmara vonatkozé irodalmi adatokkal. A tonsillik jelentds részé-
ben azonban a lymphocytak ¢cAMP tartalma olyan magas értékeket ér el,
amelyeket periférias lymphocytak esetén csak tripszines vagy isoproterenolos
kezelés hatasara talalnak. A tonsilla-lymphocytak emelkedett cAMP szintje
is a cAMP immunolégiai reakcikban jatszott szerepére utal.

A cAMP dependens lymphocyta enzimnek in vitro 37 °C-on, pH 7,0
koriil mar 10=7 M ¢cAMP mellett is t6bb mint a fele aktivalt, disszocialt alla-
potban van. A lymphocytaban talalhaté 105 M nagysagrendi cAMP-koncent-
racié mellett érthetd, hogy a magban (és a plazmaban is) a cAMP dependens
proteinkinaz egy része disszociilt formaban van. A humén lymphocyta sejten-
ként 10* nagysigrendii cAMP-receptor (cAMP-t koté regulator alegység)
molekulat tartalmaz.

Ujabb vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a ¢cGMP parcialisan kompeti-
tiv gatolja a *H—cAMP kotddését a human tonsilla lymphocytakbél isolalt
cAMP dependens proteinkindz regulator alegységéhez. A *H—cGMP kotédés
Scatchard-analizise alapjan a részlegesen tisztitott proteinkinaz preparidtum
egy nagy affinitasi és egy kis affinitasi ¢GMP-kotShelyet tartalmaz. A cAMP
hatasara a nagy affinitasi kotShely eltiinik, mig a kis affinitasi kotést a
cAMP nem befolyisolja. A cAMP és cGMP-kétShelyek nem azonosak (Faragé
és mtsai 1977).

cAMP independens hisztonkinazokat mas szdvetekbdlis izolaltunk és azt
osszehasonlitottuk a human tonsillaris lymphocytakbdl izolalt enzimekkel.
A mas szovetekb§l izolalt ¢cAMP independens hisztonkinaz enzimkinetikai
tulajdonsagai hasonlénak bizonyultak a lymphocytakbdl izolalt independens
hisztonkinazéhoz. A H2a és H2b hisztonok, amelyek asszociaciéra hajlamosak,
enzimaktivitast gatlé hatasdaknak bizonyultak 0,01 mg/ml-nél magasabb
koncentraciéban. Ez a jelenség H 1 hiszton szubsztrat esetében nem volt
tapasztalhaté. A foszforilalt H2a és H2b hisztonok triptikus peptidjeinek
fingerprint analizise azt mutatta, hogy a lymphocyta enzim szubsztrat-
specifitisa azonos a mas szovetb8l szarmazé hisztokinazéval (Romhanyi és
mtsai 1977).

Osszefoglalds: A human tonsilla palatinabél izolaltunk lymphocytikat.
A human tonsilla lymphocytak az izolalast kévetd 3—4 éraig inkorporalnak
timidint. A nagy atmérdji sejtek (blastok) a kultirabél eltiinnek, nyugvé kis
lymphocytikka alakulnak at. Ezzel egyidejlileg a DNS-polymeraz aktivitas is
csokken a sejtekben. A lymphocytdk felilletén immunglobulinok talalhaték,
amely sejteknek azonban csak egy része immunglobulin szintetizalé sejt. A
feliileti receptorok fontos szerepet jatszanak a membran ATPaz hormon kél-
csonhatasi folyamatokban.

A lymphocyta membranbél glikoprotein frakciét izolaltunk, amelynek
biolégiai aktivitasat bizonyitottuk. A sejtmembran mas tulajdonsagait, a
helyi érzésteleniték, antilymphocyta savék hatasat tanulméanyoztuk, amelyek
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alapjan a lymphocyta membrant az evcaryotakhoz hasonléan fluid mozaik
tipustiinak talaltuk. A tomsillak +4 °C-on tértént tarolasa a lymphocytak
fehérjeszintetizalé képességét csokkenti, amelyet 37 °C-on torténé elginkubalas
helyreallit. A T- és B-sejtek UV.-érzékenységénél kiilonbségeket talaltunk.
A T-sejtek membranreceptora UV.-fényérzékeny, mig a B-sejteké kevéshé.
A T- és B-sejtek az tn. repair folyamatban kiilonbséget mutatnak, amit a
sejtek kiilonb6z§ transzportaloképességével hozunk 6sszefiiggésbe. A tonsillaris
lymphocytak esetében azt taldltuk, hogy a B-lymphocytik jelentésen tébb
uridint vesznek fel és inkorporilnak, mint a T-sejtek. Ez a megallapitas a
nyugalmi sejtpopulaciéra vonatkozik, mig a stimulélt sejtpopulaciéban a
T-sejtek vesznek fel jelentGsen tébb timidint a B-sejtekhez viszonyitva.
A tonsillaris lymphocytakbél lizozimet izolaltunk. A lizozimszintézist a ton-
sillaris sejtek tn. ,,L-lymphocyta” szubpopulaciéjaban mutattuk ki. Megalla-
pitottuk, hogy a tonsillaris lymphocytak in vitro kériilmények kozott a médi-
umba citotoxinszerti anyagokat, tovabba DNS-t szekretalnak, amelynek
szerepét Osszefiiggésbe hozzuk a lymphocytak ellenanyag-szintézisével, ill.
szintézis propagaciéjaval mas sejtekben.

A humaén tonsilla palatina exstirpalhaté szerv. Ennek ellenére igen jelen-
t8s részét képezi a szervezet immunrendszerének, kiillonos tekintettel a ton-
silla palatina anatémiai lokalizaciéjara. A tonsilla az egyik legnagyobb nyirok-
szerviink, amely kozvetlen kapcsolatban all a kiilvilaggal. Ilyenforman lehe-
téséget ad arra, hogy regionalis immunfolyamatok indukalédjanak és a szer-
vezet peroralis immunizalasaban fontos szerepet jatszhat. Az immunfolyama-
tok gyégyszeres befolyasolasa elkeriilhetGvé teheti a tonsilla palatina kiir-
tasat, és funkciéja az immunvédekez8 rendszer szabalyozasiban fokozottabba
valik. A tonsilla palatina lymphocyta elemeinek a pontosabb megismerése j6
modellkisérleteket és eredményeket szolgaltat a human immunfolyamatok
megismeréséhez.
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