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A felnétt ember szervezetének 68%-a viz és
sO. Ebbdl 6,1% a bioldgiailag jelentds, mintegy
40 anorganikus elem (21). Megoszlasuk és
mennyiséglk széles skalat fog at; a nyomele-
mek és ritka fémek ppm nagysagrendjétél a
feln6tt szervezet 1200 g-os kalcium-értékéig.
Részben fehérjékhez kotottek, részben bioldgia-
ilag aktiv molekuldkba épiilnek be. Ezért ma
elfogadott, hogy az életfolyamatok kemizmusa
épp annyira anorganikus, mint organikus (31).
Erthet6 tehat, hogy az anorganikus komponen-
sek bioldgiai szerepének felderitésére iranyuld
vizsgélatok, kutatdsok volumene egyre na-
gyobb. Napjainkban azonban 0j megko-
zelitésbbl is vizsgaljak az anorganikum ke-
mizmusat: az organikummal szerves egyseg-
ben, a kettd komplexét. Ebben nem kis szerepe
van a médszertani elérelépésnek. Ez nemcsak a
két Osszetevd kiulon vizsgalatat tette nagy
felbontdst metodikdkkal lehetévé, hanem a
fém-fehérje komplexek, igy a metalloproteidek
vizsgalatat is. De az analitikai, kémiai tanulma-
nyok mellett nem Kkis szd&m( az olyan (j

E tanulmany alapjat képezé munkakban igen jelentds része volt
Dr. Kellermayer Miklésnak, valamint Dr. Ludany Andrea, Dr.
Kadas Istvan és Dr. Kosztolanyi Gyoérgy kandidatusoknak.
Kitlind munkatars volt L&azar Gyorgyné asszisztens.



megfigyelés, mely a fémek hatdsat koveti a
funkciora, strukturara, azok modifikalasara. Az
anorganikum és organikum egyiittes vizsgalata
annal is érdekesebb, mert az él6 sejtben sem
szeparaltan, hanem egymassal kdlcsdnhatas-
ban léteznek. Amit ma ilyen élesen fogalma-
zunk, az 30 évvel ezel6tt mint kutatasi irany,
egyéltalan nem létezett. Az anorganikum
dominalt; mi mégis a kettd, a fehérje—fém
kapcsolatanak, kdlcsonhatasuknak a tanulma-
nyozasaval kezdtiik el Romhanyi professzorral
szubmikroszkopos morfolégiai vizsgalatain-
kat, és bar mddszertani oldalr6l méas meg-
kozelitéssel, folytatjuk ma is. A kdvetkezOk-
ben két vizsgalatsorozatunk alapjan mutatnam
be a féem—fehérje kapcsolatat: in vitro a DNP
és az egyértékii fémek, in vivo a cytoplasmaris
Zn-metalloproteidek kapcsan.

Az anorganikus s6k hatdsat a mag DNP
strukturajara, szerkezetvaltozdsara polariza-
ciés mikroszképos modszerrel vizsgaltuk. Ma-
gas, 75-80%-o0s viztartalom, 164 mmol K és 48
mmol Na mellett a somatikus sejtmagok opti-
kailag izotropok (11, 20). Ez a lelet azért is
meglepd, mert W. J. Schmidt (29) méar 1930-ban
leirta az izolalt DNS natrium séjanak negativ
kett6storését (1.kép). Ezt az optikai effektust
kés6bb kiilonbodzé allatok haploid spermiuma-
ban is kimutatta. E két, részben ellentmondé
adatdbdl kiindulva vizsgaltuk az egy- és
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1 kép. Alkoholban kicsapott, rivanollal festett thymus
nukleinsav preparatum polarizaciés mikroszképos felvétele

kétérték(i ionok hatasat, els§ helyen a nat-
riumét a magszerkezetre. A kérdést ugy is
fogalmazhatjuk, mi az oka annak, hogy a
somatikus sejtekben a chromatin DNP
izotrop? Szerepe van-e az anizotrdpia Kkia-
lakitdsaban az anorganikus séknak?

Izotonias sucroseban izolalt thymus magok-
kal dolgoztunk (3). A sucroséban preparalt
magok valoban nem kettstorék, izotropok (2.
kép). Ha azonban a sucrose oldat 0,1 mdl
NaCl-ot tartalmazott, diszkrét maganizotropia
alakult ki. Ez az enyhe kett6stérés az akridin
festékek csoportjaba tartozé rivanollal (2),
valamint a Romhéanyi altal (28) kidolgozott
PTK-reakcioval tobbszorosére erdsithetd fel (3.
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2. kép. Izotbnias sucroséban izolalt PTK-el festett thymus-
magok a) fénymikroszképos, b) polarizaciés mikroszképos
képe. Utébbin a magok izotrépok. (x 200)

3. kép. Izotbnias sucrose-NaCl-ban izolalt, PTK-el festett
thymus-magok a) fénymikroszképos, b) polarizacios
mikroszképos felvétele. A b) képen a thymus-magok intenziv
kett6storése lathatd. (x 400)



1. tablazat

IZOTONIAS SUCROSEBAN IZOLALT
ES KULONBOZO NaCI-TARTALMU KOZEGBEN
INKUBALT THYMUS-MAGOK KETTOSTORESE
(UTKULONBSEG ERTEKE)

mmol/1 Utkilénb-
Na ség m \x

Sucrose — X

8/2 izotdnias sucrose NaCl 29 X

6/4, 4/6 izotonias sucrose

NACI 58-87 5-7?

2/8 izoténias sucrose NaCl 116 20,5
I1zoténias NaCl 145 23,0
Tyrode oldat — 21,5
Hanks-oldat — 20,5

kép). Ez a megfigyelés nagyban el6segitette a
tovabbi szerkezetanalitikai vizsgalatainkat:
ugyanis mindkét festék orientaltan asszociél,
rendez6dik a DNS-hez. Ezutan megnéztik
van-e 0Osszefuggés a chromatin DNS ket-
téstorésenek kialakuldsa és a NaCl-koncent-
racio kozt. Valtoztatva a sucrose—izotdnias
NaCl arényt (3), a kettdstorés fokozatosan
erdésodott, értéke a NaCl-tartalmd Hanks- és
Tyrode-oldatban is megegyezett a fizioldgiés,
145 mmol-os NaCl-éval (1. tablazat).

Az optikai jelenség reverzibilis: az elektrolit-
ban szuszpendalt magok sucroséban ismét
izotropok. Kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk,
hogy a kett6storés kialakuldsat nem Kkiséri-e
anyagveszteség. Az elképzelésink akkor az volt,
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»
izotrop anizotrop

1 dbra. NaCl feltételezett hatasa a sejtmag DNP-re. A bal
oldali rajz a nyugalmi magot mutatja, melyben a DNS és a

kettéstorése nem jut érvényre; a magok ezért izotrépok (DNS
kihdzott, hiszton pontozott vonal). NaCl-ra (jobb oldalt) a
DNP-rél a hisztonfehérje ledisszocial, részben kioldédik. Ez

A jelenség sucroséra reverzibilis.

hogy a fehérjék, els6 helyen a hisztonok,
szamolhatunk (1. dbra). Talan épp ez a fehérje-
veszteség teszi lehetévé a fehérje—DNS-kap-
csolat lazulasat kovet6en a chromatin DNS
elongéciojat, rendezddését, igy a kettdstorés
kialakulasat.

A feltételezett anyagveszteség igazolésara a
kalonb6z6 médiumokkal, s6oldatokkal el6ke-
zelt magokban interferenciamikroszkdpos
modszerrel hataroztuk meg az 6ssz-szaraz-
anyag-tartalmat (3). 116 mmol NaCl-nal mar
enyhe, 145 mmol-os oldatban szignifikéns
sz&razanyag-csokkenést talaltunk, ami ergsite-
ni latszott az anizotropia kialakulasara vonat-
kozé feltételezésiinket (2. tablazat).
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mmoél Na

Magok szama
Relativ sza. tartalom
00 “ g

Felilet (22
Sza. tartalom (10~12 g)

Feluletegységre szamitott
sza. tartalom (10“89/jz2

SZARAZANYAG-TARTALMANAK VALTOZASA

2. tablazat
IZOTONIAS SUCROSEBAN IZOLALT FIXALATLAN THYMUS MAGOK

KULONBOZO NaCI-TARTALMU KOZEGBEN INKUBALVA
INTERFERENCIAMIKROSZKOPOS MERES.

Sucrose

30
232+1,6
249+2,5

26,5

10750

8/2
29

30
23,0+£2,3
25,2+3,0

26,0

10310

6/4
58

30
232+2,8
26,3+3,9

25,2

9550

4/6
87

30
23,0+2,6
27,5+3,6

247

9020

2/8
116

30
22,6+3,2
291+4,8

23,6

8150

NaCl
145

30
189+2,3
36,4+6,3

19,2

5420



Meghataroztuk a készitmények Na- és K-
megoszlasat: a thymus szOvetben és a sucrosé-
ban izolalt magokban a kéaliumkoncentracio
magasabb (3. tdblazat). Ha a sucroséban izolalt
magokat natriumiont tartalmazé médiumban
(Hanks-oldat) inkubaltuk, megemelkedett a
mag natriumkoncentracidja és kialakult a
kett6storés. Az egyértéki natriumion szerepét a
kettGstorés kialakuldsdban ez a megfigyelés is
aldtamasztotta.

A sucrose oldatban izolalt magok téargyle-
mez-készitményeinek kezelése azonban megle-
het6sen kortlményes. A preparalas eredmé-
nyeként artefaktumként nem kis szdmban
lattunk kettdstér6 magokat. Ezért a szOvet-
tenyészetek lemezkészitményeire tértiink at,
ahol fed6lemezen tenyésztett sejteket analizal-
tunk (10, 11). A szovettenyészeti Hela
készitményeknél két (j észleletet tettiink. Az
elébbiekben mar hangsulyoztuk, hogy a nyu-
galmi magok sucroséban izotréopok, és csak
natrium- vagy kaliumsék hatasara kettostordk.
Ez érvényes a HeL a sejtek interfazis magjaira is
(4. kép). Azonban elsé alkalommal tudtuk
polarizécios optikai médszerrel igazolni, hogy
az izotrop nyugalmi magok mellett a
kulonb6z6 mitotikus formak kettéstorék (5. és
6. kép), és hipotonias shock utan a chromoso-
magamitdra is anizotrop (15) (7. kép). Az oszl6
sejt chromatinja tehd&t minden el6kezelés
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Cukoroldatban
inkubalt magok

Hanks-oldatban
inkubalt magok

Thymus szdvet

Vizsg.
szam

26

31

31

3. tablazat

THYMUS SZOVET, IZOTONIAS SUCROSEBAN IZOLALT
ES HANKS-OLDATBAN INKUBALT THYMUS MAGOK
NATRIUM- ES KALIUMKONCENTRACIOJA.

463,6 62,9+16,3 859+29,7 775+18,6 109,2+33,5

pmdél/szaraz g pmol/nedves g
K Na K Na
186,3+50,4 16,3+5,5 426+3,9 4,14+ 13
318,1 +57,0
+154,1
p< 0,001 p< 0,001
514,4 141,7+37,5 124,0+15,3 35,0%8,3

+ 120,7

pmoél/HD ml
K Na

56,7+12,4 51*14

p< 0,001 p< 0,001
164,3+19,6 48,0+15,5

H2-tart.
%

24,2+2,5

192+2,1

p< 0,001
248+45



4. kép. Fed6lemezen tenyésztett PTK-el festett HeLa sejtek
polarizécids optikai felvétele: a nyugalmi sejtmagok
izotrépok, csak az ergastoplasma (RNP) kett6stérd. (x 600)

5. kép. HeLa lemezkészitmény a) fénymikroszképos, b)
polarizaciés mikroszképos felvétele. A nyugalmi magok
izotropok, de az oszIlé (metafazis) sejtmag kettdstord. PTK-
festés (x 800)
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6. kép. PTK-el festett HeLa lemezkészitmény polarizaciés
mikroszképos felvétele: csak a tripolarisan 0szt6dé és anafazis
mag chromatinja kettéstor6, a nyugalmi magok izotrépok.

(x 800)

7. kép. HelLa lemezkészitmények a) fény és b) polarizacios
optikai felvétele hipotonias shock utdn. PTK festés. Az
anafazis magban a chromosoma garnitira intenziven

kett6stord. (x 400)
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8. kép. 0,03 mél NaCl és 0,1% NP 40 tartalmu izotonias
sucroséval lemeztenyészeten izolalt HeLa magok
a) fénymikroszkoépos, b) polarizaciés mikroszképos képe.
A magok izotrépok. PTK festés. (x 400)

nélkdl, primeren a polarizaciés optikai (PO)
maodszerrel jol demonstralhaté orientalt struk-
turdlis elrendezést mutat. Az eltérd felépi-
tést a fénymikroszkopos morfoldgia régtol
ismeri, azonban ilyen szembet(ind szerkezeti
kilénbségre még az EM-morfologia sem
szolgaltatott meggy6z6bb adatot.

A maésodik észlelet az in situ izolalt szovet-
tenyészeti magokra vonatkozik. Sucroséban
oldott Nonidet P40 (NP 40) nem ionos deter-
genssel moddszert dolgoztunk ki Hela, ma-
jomvese szovettenyészeti magok izolalasara
(12). Eljarasunkkal a lemezre tovabbra is jol
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9. kép. 120 mmal NaCl és 0,1% NP 40 tartalmu izot6nias
sucroséval lemeztenyészetben izolalt HeLa magok a) fény,
b) polarizéacios felvétele. PTK festés. A fénymikroszképos képen
a nucleolus konttija elmosédott. A b) felvételen az egész
magallomany durvan rogos kettdstorést mutat. ( x 800)

tapado, cytoplasma- és killsé maghartyamentes
magokhoz jutottunk (8. kép). Az NP 40-nel
izolaltuk a kés6bbiekben a thymus és nyi-
rokszoveti magokat is.

A felvétel a sucroséban izolalt izotr6p mago-
kat mutatja. Ha az izolalast Hanks-oldatban
vegeztliik, az egész mag intenziven KkettOsto-
r6 (9. kép), amit a mag heterochromatin
struktardjara vezetiink vissza. Ez az intenziv
optikai effektus 144-t61 120 mmol/1 ionkon-
centracid kozt valtozatlan volt. Ha azonban az
ionkoncentraciot 90 mmol/1 ald csokkentet-
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10. kép. 90 mmoél NaCl és
0,1% NP 40 tartalm izoténias
sucroséval lemeztenyészeten
izolalt HeLa magok a) fény,
b) kompenzalt, c) nem
kompenzalt polarizaciés optikai
felvétele. PTK festés. A
fénymikroszképos képen a
homogen karyoplasmaban
jol elktléndl a nucleolus a
perinucleolaris chromatin
gy(riivel. A polarizacids
felvételen a nucleolushoz
asszocialt heterochromatin
intenziv kettdstérése dominal.
A karyoplasma csak
diszkréten kettostérd
(euchromatin). ( x 800)



I1. kép. 70 mmol NaCl és 0,1% NP 40-et tartalmazé izoténias
sucroséval lemezkészitményen izolalt HeLa magok. A
fénymikroszképos felvételen, a) jé1 kirajzolédik a nucleolus a
perinucleolaris heterochromatinnal. A polarizaciés képen,
b) az egész mag finom szemcsés, diffliz kettéstorést mutat
(euchromatin). A perinucleolaris heterochromatin izotrép.
(x 600)

tlk, csak a perinuclearis heterochromatin
kett6storése lathatdo (10. kép), ami DNAse
emésztésre megsz(int. Ez amellett sz6l, hogy a
nucleolus koriil a DNP micellék rendezetten
helyezkednek el. 70 mmol kationkoncentrécio
alatt perinuclearis heterochromatin sem tuntet-
heté mar fel PO mddszerrel és a magplazméaban
csak diszkrét, finom, feltehet6en az euchroma-
tintol eredd kett6storés lathatd (11. kép).
E vizsgalatsorozat kulénbdz6 chromatin-
strukturdk iondependens anizotropiajat igazol-
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FHULGEN (DN\S) FAST GREEN pH 21 (fehér-

kontroll magok n kontroll magok
n=152 40- n=24
30-
L 2H
= 10
T 20 30 40 ME nI(')&9013()l\/E
I izolalt magok izolalt magok
n=209 :4318 n=135

\ Sﬂ]\so/éome

10 20 30 A0 ME

2. dbra. 0,1% NP 40-et tartalmaz6 izotonias sucroséban
(kontroll) és Hanks-oldatban izolalt HeLa magok DNS
(Feulgen) és dsszfehérje (Fast green pH 2,1) tartalma.
Cytophotometrias mérés.

ta, a kulonbdoz6 DNP-struktirak disszocia-
cidjanak eltér6 ionérzékenysegét (9, 13, 14).
Megemliteném, hogy a monovalens natrium, de
kaliumionokra kialakul6 differencialt kettéstores,
ami a kétértékd kalcium esetében csak tizszer
nagyobb ionkoncentracional alakul ki, reverzi-
bilis, annak ellenére, hogy a kvantitativ cyto-
photometrids mérések szerint valtozatlan DNS
mellett jelent6s sz&razanyag (18) (4. tablazat),
mintegy 60% fehérjeveszteséget mértiink (16)
(2. abra). Ez a megfigyelés is aldtamasztani
latszott a mar emlitett leletet és feltételezést,
hogy a magchromatin kett&storés kialakulasa-
nak magfehérje-veszteség az el6feltétele. A
fehérjeveszteség  milyenségét  morfologiai

20



4. tablazat

IZOTONIAS SUCROSEBAN ES HANKS-OLDATBAN IZOLALT
HeLa MAGOK SZARAZANYAG-TARTALMA.
INTERFERENCIAMIKROSZKOPOS MERES.

Kontroll intact mag

nucleus nucleolus
Mért magok szama 172 -
Felllet [i2 159,4+43,7 14,4
Széarazanyag x 10“'2g 152,4+49,8 24,0%15,1
0ssz: 176,5+50,2

Koncentracié x 10“12g/p2 0,97 155

I1zolalt mag
0,25 mol
sucroséban

m
240,2+57,2
p< 0,001

1187+22,8
p< 0,001

0,36

Izolalt mag
Hanks-oldatban

nucleus nucleolus
164 -
1531 +38,7 104
p>0,3
57,0+14,2 8,8+4,6
65,8+15,8

p<0,005<0,001 <p<0,01
0,36 0,84



modszerekkel azonban nem tudtuk igazolni.
Ezért vizsgalatainkat analitikai biokémiaiakkal
szélesitettiik, kozelebbrél, kétdimenzids poli-
akrilamid gél (PAG) elektroforézissel. E
kisérletektdl valaszt vartunk arra, izolalt ma-
gokbdl elektrolitoldat hatdsara milyen tipusd
fehérjék oldodnak ki, magyardzhat6-e ext-
rahalt fehérje képpel a leirt PO-valtozas.

Méjsejtmagokat + 4 °C-on 2,2 mol sucrose—
3,3 mmoél kalciumacetat oldatban izolaltunk,
majd 20 percig un. TN (0,15 mol NacCl, 0,01
mal Tris), TS (0,25 mol sucrose, 0,01 mél Tris)
és TSCM (0,25 mol sucrose, 0,01 mol Tris, 3,8
mmél CaCl2 és 12 mmdél MgCl2) oldatban
inkubaltuk (17, 19). A magok szupernatansat
itt nem részletezett tobb 1épcsés kezelés, kon-
centréalas és adaptéalas utdn a masodik dimen-
zioban SDS-urea kozegben pH 7,1-es foszfat-
pufferben vélasztottuk szét. A fehérjefoltokat
Coomassie-kékkel tuntettik fel.

A TN-Tris extraktumban lemezgélen 95 folt
kulénithetd el (3a, 3b abra). Dominaldan csak
az A régidban taldltunk 10-25000 molsulyu
chromosomalis hiszton-fehérjét (ami 6sszhang-
ban van a mintegy 2,5% DNS veszteséggel).
Azonban a magasabb molsulyu B és C régidban
(60 és 180000 dalton) nem kotott, lazan kotott
nem hisztontipusi fehérjék is kimutathatok,
extrahalodtak.
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3. dbra. a) TN oldattal extrahalt izolalt majsejtmagok
fehérjeképe kétdimenziés poliakrilamid-gél elektroforetikus
elvélasztas utan. Az abra a masodik dimenziét mutatja, b) A
Coomassie kékkel festett lemezgél kirajzolt fehérje foltjai. A,
B, C-vel a kis-, kdzép- és nagy mélsuly régidkat jeleztiik.
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4 abra. TS oldattal extrahalt izolalt majsejtmagok
fehéijeképének elektroferogramja kétdimenzids poliakrilamid-
gél elvalasztas utan. (Az dbran a mésodik dimenzié lathaté.)

Nem Kkis meglepetésre a nem ionos TS
oldatban a TN oldathoz sokban hasonlé volt a
fehérjekép (4. abra): itt is extrahalodtak, bar
kisebb szamban és mennyiségben, hiszton-
tipusu fehérjék (A régid). Neutrdlis pH-n ne-
hezen magyardzhatd, miért szabadul fel a ne-
gativ DNS és pozitiv hiszton kozti elektroszta-
tikus kotés, hisz extrakcidjahoz a savas kozeg
vagy 0,6-nal magasabb ionerdsség az optimalis.
Csak a pH (7,1) hatassal magyarazhatjuk, ami
egész lazan kotott hisztonfehérjék kioldodasat
veti fel. Ellentétben a két el6bbi képpel, TSCM-
oldatban, tehéat divalens kalcium- és magnézi-
umtartalmu kdzegben, hisztonfehérjék alig ext-
rahalédtak (5a, 5b abra). A B és C régi6ban
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5. dbra. a) TSCM oldattal extrahalt majsejtmagok fehérjeképe
kétdimenziés poliakrilamid elektroforetikus elvalasztas utan.
b) Coomassie kékkel festett gél fehérje foltjainak rajzos
abrazolésa.
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azonban tobb fehérje extrahalodott, melyek a
korédbban szolubilisnek nevezett fehérjékhez
tartoznak és a mag-sap (viz) integrans részét
képezik (8). Itt emliteném meg, hogy a TSCM
kezelt magok EM képe, elébbiekkel szemben,
kondenzalt magszerkezetet mutat.

A fehérjeanalitikai vizsgéalatokat egybevetve
szubmikroszkopos morfologiai leleteinkkel,
megallapithatjuk, hogy mind a kett6stord
NaCl-os (TN), mind az izotrop ionmentes
sucrosés (TS) magokbdl eltérd mennyiségben
chromosomalis hisztontipusu fehérjék oldod-
tak ki. A két extrahal6 oldat kozt tehét csak az
anorganikus soban, NaCl-ban volt kilonbség.
Ugyankkor a TSCM oldatban sem hisztonvesz-
teséget, sem anizotrépiat nem észleltink. Lele-
teink kordbbi feltételezésiinket — a chromo-
somalis hisztonfehérjék disszociacidja, ki-
oldédasa indukalja a nukleinsav elongaciojat,
teszi igy az orientalt festékkotést, a kettds-
torés kialakuldsat lehet6vé — nem ta-
masztjak ala (v6. 1 abra). A magszerkezet-
valtozast tehat a chromosomadlis hiszton-
fehérjék zome els6dlegesen nem determinalja.
Ezt tAmogatja a mar emlitett régebbi megfi-
gyelésiink, a sokezeléssel kivaltott magani-
zotrépia a nem ionos sucroséban reverzibilis: a
magok sucrose kezelésre izotrépok.

A PAG képben bemutatott extrahalddott
fehérjék tehat nem fejtenek ki protektiv hatast a
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DNS szerkezetvaltozéséra. igy a szerkezetval-
tozast a magban visszamaradd nem extrahalo-
dott feherjékkel kell kapcsolatba hozni, értel-
mezni és nem a kioldodott fehérjéknek, mint azt
koradbban feltételeztiik, van ebben szerepe.
Olins és Olins (25), Nicolini és Baserga (23),
Richards és munkatarsai (27) vizsgalatai mind
a nyugalmi, mind a mitosisos magok chroma-
tinjaban egy subunit, nu body, méas névvel
nucleosoma szerkezetet vesznek fel, amit a
spiralizélt vagy a nyujtott DNS kapcsol dssze.
A nucleosoméakban van a hisztonfehérjék
zbme, a DNS-lanc ezeket mintegy bezérja.
Kivétel Bradbury és munkatarsai szerint (1) a
Hj hiszton, mely hidat képez a spiralizalt DNS
két szakasza kozt. A molekula egyik vége
kovalens kotésben van a DNS foszfatcsoportja-
ival, a méasik lazan kotott a DNS-hez, és arrol
mar alacsony (0,1) ionerdsségnél ledisszociél,
ha tehat a szabad ionkoncentraci6 egy kritikus
értéket ér el. Az él6 nyugalmi sejtben a H,
hiszton biztositja a DNS spiralizalt szerkezetét.
Onmagéaban a Hj hiszton azonban nem védheti
ki a szabad ionhatéast, amit az is igazol, hogy az
él6 sejtben a kalium- és natrium-ionkoncentra-
ci6 0,12 mdl-ndl magasabb, mégsem Kket-
téstor6k a magok. Ma ugy latjuk (20), hogy
els6ként az (n. szolubilis nem chromosomalis
magfehérjék kdtik meg az él6 nyugalmi sejtben
a szabad ionokat és védik igy a DNS-t a
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(szabad) ionhatéstol, reguléaljdk a DNS-hiszton
koral a szabad ionkoncentraciét. E szolubilis
magfehérjék lazadn kotottek (8), dinamiku-
san asszocidltak a chromosomalis fehérjék-
hez, azokbdl alacsony ionitasu elektrolittal
kdnnyen kioldhatok. A sejtciklus kulénbdz6
fazisaiban a fehérje mellett a mag/cytoplasma
iongréadiense is valtozik, a mag ionkoncentra-
cidja emelkedik. Ha a védd fehérjerendszer ezt
az emelkedett ionitdst nem tudja Kivédeni, ha
mennyisége lecsokken, esetlinkben kioldddik,
akkor a DNS spiralis szerkezetét stabilizal6 H,
hisztonra mar kozvetlentl hatnak a szabad
ionok, annak laza kotését hasitjak, ami a DNS
despiralizaciéjahoz, elongacidjdhoz vezet. Az
igy despiralizalt, elongalt DNS-szegmentek a
festékmolekuldkat mar orientéltan kothe-
tik, igy feler6sodik a magchromatin sajat
kettstorése. Mitosisos chromosomakban a
nucleosoma kondenzacioja mellett valamennyi
DNS despiralizalédik, ami magyardzza a ma-
gok igen er@s kettdstorését. A fehérjeanalitikali
vizsgalatok a fentieket alatamasztjak. A sejt-
magok mind hiszton jelenlétében (TSCM),
mind hisztonveszteség (TS) esetében is izotré-
pok. Csak egyérték(i szabad ionos kdzegben
alakul ki az el6bbit6l nem lényegesen eltérd
fehérjeveszteség mellett olyan szerkezetval-
tozds, ami a DNS despiralizalédasat, ket-
téstorés kialakulasat eredményezi. Az ani-
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zotropia kozvetlen kivéltéja tehat az emelke-
dett szabad ionkoncentracid, melynek hataséat
speciélis fehérjék szabalyozzak.

A kétérték( kalcium utan, ami az egyértékdi
NaCl-tol eltérd fehérjespektrumot és morfolo-
giai képet mutatott, Kisérletet tettlink a
haromérték( fémionok ilyen vizsgalatira. A
ritka foldfémek csoportjdba tartozé konnyl
lantanidak bioldgiai hatdsat komplex modszer-
tannal tanulméanyoztuk (4, 6). Valasztasunk
azért esett a haromértéki lantansokra, melye-
ket Ujabban ,,szuperkalciumnak” is neveznek,
mivel a membranhoz kotdtt kalciumot lecserél-
ve azokhoz igen er6sen kotddnek. Az itt nem
részletezett eredményeink kozil csak az EM
adatokra utalok, melyek arra mutatnak, az erés
membrankot6dés miatt a lantansok aligha
jutnak be a sejtbe, csak az extracellularis térben
mutathatok ki (5). Sejten belilli megoszlasuk, in
vivo kapcsolatuk a subcellularis komponensek-
kel igy nem vizsgalhat6. Pedig csak az ilyen
intracellularis vizsgéalatok kapcsan ismerhetjik
meg, a fém szabad vagy kotdtt formaban van-e
a sejtben, a metalloproteidek tipusait, sajatsa-
gait. E vizsgalatokat ezért Zn-kel végeztik,
melyr6l ismert, a méajsejt cytoplasmaban igen
magas koncentraciéban van és melynek sze-
repét—hianyat az elmult évek sordn mind tébb
betegségnél igazoltdk a klinikai kép, tiinetek
kialakulasaban (26). Célkit(izéstink a Zn intra-
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cellularis megoszlasanak, a cink-fehérje komp-
lexnek a vizsgéalata volt. A kisérletekhez 65Zn
izotoppal jelolt és Zn-terhelt allatok majabol a
100 000 g-os szupernaténst, a cytosolt dolgoz-
tuk fel (22). Fiziolégias korilmények kozt a
cytosol igen gazdag cinkben, nem ultrafiltral-
hatd, ami erds Zn-fehérje kotésre utal. E
cytosol fehérjék analizisét végeztik el a Zn-
fehérje kotést nem denaturald moédszerekkel:
Sephadex G75 oszlop-kromatogréfiat kovet6
5-20%-0s exponencidlis gradiens gélelektro-
forézissel. Az izotdpos detektalds nagyban
kdnnyitette a Zn-fehérje frakciok lokalizalasat.
A 6. &bra fels6 részén a normalis, per os bevitel
utan készilt kromatogramon két Zn-kotd
fehérjecsics, frakcié kilonithetd el. Az .
jelzést mélsulya 70 000, a 1l. jelzési 30-40 000
kozt van. A Il. cslcs a Zn 45%-4t tartalmazta,
és specifikus aktivitasa kozel kétszer nagyobb
volt a nagy molekulasulyu I. cstcsnal. Az igy
izol&lt Zn-metalloprotein igen stabil komplex,
nem denaturdl6d kortilmények kozt, pl. dializis-
re, a Zn-fehérje kotések csak kismértékben
szakadnak fel, elektromos térben a cink 80%-a
a fehérjekotésben marad. A kromatogram
tehat a cytosolra jellegzetes Zn-protein képet
mutatott.

Az als6 képen az i. p. cink terhelésre egy
harmadik magas specifikus aktivitasa (111)
cstcs is megjelent. Ez a frakcio ultraibolya
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*cpm/mg protein
6. dbra. a) 65Zn-kel per os, b) 65Zn-kel intraperitoneélisan
el6kezelt patkany majsejt cytosolnak Sephadex G75
kromatogramja. Kihdzott vonal 6&Zn radioaktivitas,
szaggatott vonal 280 pm-es UV abszorbci6.

fényben 280nm-nél nem mutat elnyelést, vagyis
aromas aminosavak nem jellemzdk e fehérjére.
Az irodalmi adatok alapjéan (7, 30) ezt a csucsot
a fehérjék specidlis csoportjaba tartozé metal-
lothioneinnek tartjuk, melyet kadmium, higany
terhelés kapcsén irtak le, és specidlis védo,
fémsequestral6 funkcidéval hozzadk megjele-
nésiket kapcsolatba. Az izoldlt Zn-metallo-
proteinek stabilitasa elektromos térben tette
lehetéve tovabbi elvélasztasat PAG elektro-
forézissel, gradiens gélben.
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7. abra. A 65Zn-kel intraperitonealisan el6kezelt patkany
majsejt cytosol Sephadex G75 elvalasztasa soran kapott I., I1.,
I1l. frakci6janak (6. dbra) tovabbi frakcionalasa
exponencidlis poliakrilamid-gélen. Amidofekete festés.

A két Kisérletben a kromatogréfias I. és II.
Zn-metalloprotein csics azonos volt, ezért csak
az i. p. Zn terhelés soran kapott I-HI. frakcio
tovabbi PAG analizisét mutatjuk be (7.4bra). Az
elvélasztads soran szamos éles fehérjecsikot is
kaptunk. A fehérjeszegmentek izotép aktivita-
sa egyben jellemezte a fehérjék Zn-kotését.

Az |. frakciobdl készitett PAG gél fehérje
képe heterogén, igy nehezen értékelhet6. A Zn
vonatkozésaban specifikus aktivitasa amugy is
igen alacsony. igy jelent6s metalloproteid itt
nem feltételezhet6. Ezért nem is vizsgaltuk
tovabb. A Il. kbzepes mdlsulya frakciohol

e

els6ként irtuk le a harom eltér6 mobilitasy,
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8. abra. A 65Zn radioaktivitds megoszlasa a 7- abra II.
frakciéjanak (intraperitonedlis kezelés) poliakrilamid-gélen
(fent a kivagott gélfrakcid rajza) tortént elvalasztasa utan
(kihazott vonal). A szaggatott vonal a per os kezelt allatok

azonos frakci6janak aktivitasat mutatja.

magas 65Zn aktivitast fehérjecsikot (8. abra).
Azonositdsuk tovabbi vizsgalatokat igényel
még.

Végul 111. kromatografids Zn-thionein frak-
ciéban a Zn a Il. frakciénal sokkal lazabban
kotott a fehérjéhez, az elektroforézis sorén
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elveszti aktivitdsanak 65-70%-at. Bar fehér-
jefestéssel tobb éles és er6s fehérjecsik
kulénitheté el, azokban Zn-izotép méar nem
detektalhaté. Ma még nem tudjuk pontosan
megmondani, melyik (esetleg mar polimerizalt)
csik felelhet még a Zn-kot6 metallothionein-
nek.

Osszegezve megfigyeléseinket: fehérjeanaliti-
kai modszerekkel a normal allat-méjsejt cytosol
sajatos Zn-fehérje képet mutat. Zn-terhelésre
fokozott cytosol Zn-érték mellett a cytosol Zn-
fehérje megoszlasa a normaltél eltér, azt a Zn-
thionein frakcid jellemzi. A kdzép molsulyu
frakcioban harom magas 66Zn aktivitasu csikot
figyeltink meg, melyben a fém a fehérjével
stabilis komplexet képez, ez azonban nem zarja
ki a tovabbi ilyen Zn-komplex jelenlétét.

A bemutatott Zn-metalloproteid kép és meg-
oszlés a cellularis viszonyok 0Osszetettségére
utal. Az intracellularis fehérjekép azonban
koréntsem ilyen egyszerli, amir6l a cytosol
teljes fehérjespektruma alapjan gy6zddhetiink
meg, melynek csak egy toredékét képezik az
el6bb ismertetett Zn-metalloproteid csikok.
IEF-0s és SDS gradiens gélben O ’Farrel szerint
(24) elvalasztott cytosolbdl mintegy 150 fehérje-
folt tuntethet6 fel (9. &bra). Ez nem meglepd,
hisz tobbek szerint a magasabb szervezetek
sejtjeiben 20-30 000 kulénbozd fehérje van. A
heterogenitasrol, a foltok zémérél ma még nem
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9. abra. Normal majsejt cytosol fehérjefrakcior O’Farrel
szerint szétvalasztva. Elsé dimenzi6: izoelektromos fokuszalas
(IEF), masodik dimenzio SDS gradiens gél elektroforézis.
Detektalas: Coomassie kék festés.

tudjuk, milyen fehérjének felelnek meg, mi azok
szerepe. Mindenesetre e kép kijeloli a tovabbi
ilyen kutatasok egyik lehetséges utjat.

A bevezetOben emlitettem, hogy az €16 szer-
vezet legalabb annyira anorganikus, mint orga-
nikus. Az anorganikus Na, Ca, Zn-re vonat-
kozo megfigyeléseink ujabb adatokkal tamasz-
tottak ala az anorganikus és organikus rendszer
szoros kapcsolatat. Ramutattak egyrészt, hogy
alapkutatasi szinten a fémeket ma mar specia-
lis, kis molekulasulyu fehérjéikkel — hiszton,
fém-apoproteinnel — egyiitt, komplexitasuk-
ban kell vizsgalni, ami a subcellularis szinti
vizsgalatokkal valosithato meg. Masrészt gya-
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korlati, diagnosztikus tevékenységiikben a
jovOben el6relépést talan nem annyira a
szérum-szovetnedvek nem kotott, szabad
fémtartalmanak, mint e fém—fehérje komp-
lexek szérumban végzett kimutatasatol, meg-
hatdrozasatol és a szoveti—biopsias mintak
féem—fehérje komplexeinek analizisétél varha-
tunk. A metalloproteidek cellularis szintd alap-
kutatdsi eredményeire tdmaszkodva igy fej-
lesztjik talan magasabb szinvonalra a klinikai
kémiai diagnosztikat.

36



IRODALOM

. BRADBURY, E M.-CHAPMAN, G. E.-DANBY,
S. E-HARTMAN, P. G.-RICHES, P. L. (1975):
Studies on the Role and Mode of Operation of the
Very-Lysin-Rich Histone HA2F,) in Eukaryote
Chromatin. Eur. J. Biochem. 57, 521.

. JOBST, K. (1962): A magnukleinsavak szubmik-
roszkopos szerkezetére és histochemiajara vonatkozo
vizsgalatok. Thesis, Pécs

. JOBST, K.-KELLERMAYER, M. (1967): Submic-
roscopic Structure and Dry Weight of Isolated
Thymus Nuclei Following Trypsin and Salt Treat-
ment. Polarization Optical, Interference Microscopic
and Cytophotometric Studies. Acta Morph. Acad.
Sei. Hung. 15, 221.

. KADAS, I. -JOBST, K. (1973): Liver Damage
Induced by Lanthanum Trichloride. Acta Morph.
Acad. Sei. Hung. 21, 27.

. KADAS, 1.-LAPIS, K.-JOBST, K. (1974): Electron
Microscopic Studies of Liver Changes Induced by
Lanthanum Trichloride. Acta Morph. Acad. Sei,
Hung. 22, 343.

. KADAS, I.-TANKA, D.-KELLER, M. JOBST, K.
(1974): Enzyme-Histochemical and Biochemical
Study of Liver Injury Induced by Lanthanum Tri-
chloride. Acta Morph. Acad. Sei., Hung. 22, 35.

. KAGI, J. H. R.-NORDBERG, M. (eds) (1979):
Metallothionein. Birkhauser Verlag, Basel

. KELLERMAYER, M. (1980): Soluble and ,,Loosely
Bound” Nuclear Proteins in Regulation of the lonic
Environment in Living Cell Nuclei. Intern. Cell Biol.
Ed: SCHWEIGER, H. G,, Springer Verlag, 1981.

37



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

38

. KELLERMAYER, N.-JOBST, K. (1970): lon-

Dependent Anisotropy of Deoxyribonucleoprotein
Structures in Tissue Cultures. Exp. Cell Res. 63, 204.
KELLERMAYER, M.-JOBST, K.(1970): Ultras-
tructural Changes in the Nucleoproteids of Tissue
Cultures. Acta Morph. Acad. Sei. Hung. 18, 335.
KELLERMAYER, M.-JOBST, K.-ANGYAL, T.
(1970): Polarization-Optical Study of the Ultrastruc-
ture of Cell Nuclei in Tissue Cultures. Acta Morph.
Acad. Sei. Hung. 18, 131.

KELLERMAYER, N.-JOBST, K. (1971): Isolation
of Cell Nuclei in Coverslip Cultures. Beitr. Path. 142,
321.

KELLERMAYER, N.-JOBST, K. (1971): Perinuc-
leolar Chromatin-like Bodies in Small Lymphocytes.
Folia Biol. 17, 59.

KELLERMAYER, M.-JOBST, K. (1971): Charac-
terization and Differentiation of Nuclear Chromatin
Structures by lon Sensitivity. Acta. Biol. Acad. Sei.
Hung. 22, 321.

KELLERMAYER, M.-JOBST, K. (1971): On the
Submicroscopic Structure of Chromosomes. Acta
Biol. Acad. Sei. Hung. 22, 25.

KELLERMAYER, M. JOBST, K. (1972): The
Ultrastructure of DNP Systems in Tissue Cultures as
Revealed by the Polarization Microscope. Symp. Biol.
Hung. 14, 137.

KELLERMAYER, M.-OLSON, M. O. J.
-SMETANA, K.-DASKAL, 1.-BUSCH, H. (1974):
Effect of Various lonic Media on Extraction of
Soluble Nuclear Proteins and on Nuclear Ultra-
structure. Exp. Cell Res. 85, 191.
KELLERMAYER, M. SOMFAI, M.-JOBST, K.
(1975): Determination of Saline Extractable Material
of HeLa Cell Nuclei. Cytobiologie 11, 240.



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

KELLERMAYER, M.-LUDANY, A.-JOBST, K.
BUSCH, H. (1977): Effect of Divalent Cations on
the Extraction of Nuclear Proteins. Acta Biochim.et
Biophys. Acad. Sei. Hung. 12, 353.
KELLERMAYER, M. - HAZLEWOOD, C. F.
(1979) : Dynamic Inorganic lon-Protein Interactions
in Structural Organisation of DNA of Living Cell
Nuclei. Cancer Biochem. Biophys. 3, 181.
KORTE, F. (1973): Methodicum Chimicum. Teil
I.—H. G. Thieme Verlag, Stuttgart
LUDANY, A. KELLERMAYER, M.-JOBST, K
(1980) : Zn-Binding Protein Profile of Rat Liver
Cytosol. Chromatographic and Electrophoretic
Study. Acta Biochim. et Biophys. Acad. Sei. Hung. 15,
237.
NICOLINI, C.S. Ng.-BASERGA, R. (1975): Effect
of Chromosomal Proteins Extractable with Low
Concentrations of NaCl on Chromatin Structure of
Resting and Proliferating Cells. Proc. Natl. Acad. Sei.
72, 2361.
O’FARREL, P. H. (1975): High Resolution Two-
Dimensional Electrophoresis of Proteins. J. Biol.
Chem. 250, 4007.
OLINS, A. L.-OLINS, D. E. (1974): Spheroid
Chromatin Units (nu Bodies). Science 183, 330.
PRASAD, A. S. OBERLEAS, D. (1976): Trace
Elements in Human Health and Disease. Vol. 1. Il
Acad. Press N. Y. San Francisco/London
RICHARDS, B. J.-PARDON, D.-LILLEY, R
-WOOLEY, J. (1977): The Substructure of Nu-
cleosomes. Cell Biol. Int. Rep. 1, 107.
ROMHANYI, G. (1963): Uber diesubmikroskopi-
sche strukturelle Grundlage der metachromatischen
Reaction. Acta Histochem. 15, 201.

39



29.

30.

31

SCHMIDT, W. J. (1937): Polarisationsoptische
Analyse des submikroskopischen Baues von Zellen
und Geweben, Abderhalden: Handbuch der bio-
logischen. Arbeitsmethoden, Abt. V, Teil 10, Berlin
WEBB (ed) (1979): The Chemistry, Biochemistry and
Biology of Cadmium. Elsevier North-Holland, New
York

WILLIAMS, R. J. P. (1971): Catalysis by Met-
alloenzymes: the Entatic State. Inorg. Chim. Acta
Revs. 5, 137.

A kiadasért felel az Akadémiai Kiadé és Nyomda igazgatdja

Felel6s szerkesztd: Klaniczay Julia
A tipogréfia és a kotésterv Loblin Judit munkaja
Miiszaki szerkeszt6: Erdi Julia
Terjedelem: 1,98 (A/5) iv— AK 1742 k 8587
HU ISSN 0236-6258
13731 Akadémiai Kiadé és Nyomda
Felel6s vezets: Hazai Gydrgy









	Oldalszámok������������������
	_1���������
	_2���������
	1��������
	2��������
	3��������
	4��������
	5��������
	6��������
	7��������
	8��������
	9��������
	10���������
	11���������
	12���������
	13���������
	14���������
	15���������
	16���������
	17���������
	18���������
	19���������
	20���������
	21���������
	22���������
	23���������
	24���������
	25���������
	26���������
	27���������
	28���������
	29���������
	30���������
	31���������
	32���������
	33���������
	34���������
	35���������
	36���������
	37���������
	38���������
	39���������
	40���������
	41���������
	42���������


