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A természettudomanyos kutatas els6 mozzanata taldn a cso-
déalkozas a természet jelenségein, amasodik a magyarazat kerese-
se, majd a vizsgal6 mddszerek kivalasztasa, végll a kisérleti
adatok értelmezése, amit esetleg az 0j ismeretek hasznositasa
kovethet. Mindez id6t, nyugalmat, tirelmet és odaadast kivan.
Fontos szempont, hogy felkeltsiik a dolgok megismerésére ira-
nyuld kivancsisagot, és a tudas megszerzésére tett eréfeszités
megbecsilésére neveljink. A tudomany tehat a kutatas eredmé-
nye, melyben a causalitas elve érvényesul. A kutatdo alapvetd
igényét Vergilius fogalmazta meg: ,,Felix qui potuit rerum cog-
nescere causas”. Kutatni nehéz és a kutatds mesterségét tanulni
kell. Enélkul amat6rok, netan dilettinsok maradunk. Ezért ko-
szOnettel tartozom néhai Csolnoky L&szl6 professzornak és sze-
retett Mesteremnek, Romhanyi Gyorgy akadémikusnak, akiktdl
mindazt, amit imént mondtam, megkaptam. Két, szakmajaban,
maédszertanaban, érdekl6désében, gondolkodéasaban, logikaja-
ban ellentétes karakter, de a mellettiik t61t6tt évek meghatarozék
voltak, hogy ma e Janus arcl, a morphologiat és kémiat egy-
arant, igaz csak a hatarteriletet és a kismolekulak szintjét érint6
székfoglaldmat megtarthatom.

Koszonetét mondok Tanitéimon tul valamennyi volt és jelen-
legi Munkatarsamnak, akik kilénb6zé modon, szinten és aktivi-
tassal timogattak, vettek részt munkamban. Nem utols6 sorban
tirelmes csaladomnak.

A tudomanytorténetbe visszapillantva megallapithatjuk, hogy
az Uj tudomanyos felismerések (nem szivesen hasznalom felfede-
zéseknek), melyeknek hatasuk volt a medicinara, ami megvaltoz-
tatta azt, vagy magabol az orvostudomanybél, vagy mas, kiilsé
forrasbél indultak ki. Az orvosi mikrobiolégia, mely a mult



szdzad méasodik felében forradalmasitotta a Kklinikai orvoslast
vagy szdzadunk antibiotikumkutatasa — mindkett§ a medicina-
lis eredetre példa, akéarcsak az orvosi immunoldgia vagy anaes-
thesiologiai eljarasok. Viszont a Rtg-diagnosztika, a modern
képalkotd eljardsok, mint az NMR a fizikdbdl, nem szélva a
kémiara és biokémaéra épilt diagnosztikdnkrél — kivilrél penet-
raltak a medicindba. EImondhatjuk ezt a manyagkutatas ter-
mékeirdl is, melyek alapjat képezik a m(billenty(iknek, protézi-
seknek. Ugyanakkor az orvoslas els6 tudomanyos tézise, termé-
szetéb6l adédoan morphologiai. Alapja az a felfogas, hogy az
emberi 1ét, mint minden é16, struktirakhoz kotott. Az emberi
testet épitészeti elvek, kategoriak eredmeényének tekintették, az
alaknak, nagyséagnak, a szovetek és szervek haldzatanak, majd a
szervek rendszerének és szerkezetének — le egészen a legkisebb
egységig, a sejtig, ma az ultrastruktdraig. A szervek strukturalis
és funkciondlis specificitdsa azonban csak részben hozhaté kap-
csolatba az érintett sejtek jellemz& szerkezeti felépitésével. A
morphologiai leletek funkcidik tiikrében is értelmezhet6k, igy az
is lathatd, normal vagy kéros folyamatokkal &llnak-e kapcsolat-
ban. Ezért a pathologia, késébb pathophysiologiaval kiegészitve
az extenziv és logikus orvosi tanok alapja lett. Napjainkban ez a
doktrina abbol a feltételezéshdl indul ki, hogy a struktirdban
kialakul6 elsédleges elvaltozas ronthatja a funkcidt és tartdés
funkcionalis karosodas szerkezeti véaltozast eredményez, ezzel
allandositva a funkcionalis eltérést.

A morphologiai—physiologiai koncepcionak két eredménye
lett: egyrészt lehet6vé tette a pathophysiologiai mechanizmusok
megeértését és fontos diagnosztikus maddszerek kialakulasat.
Masrészr6l alkalmas volt a betegségek okdnak magyarazatara.
Theréapias kihatdsa mindenesetre szerényebb.

Az egészséges és a koros — beteg — tudomanyos magyaraza-
tara a szisztémas masodik kisérletet a kémia tette. EI6bb a szer-
vek, majd a sejtek kémiai Osszetételét vizsgaltdk. A biokémia és
enzimoldgia el6retérésével a normal és kéros funkciokat egyre
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gyakrabban mint a szervek, sejtek és testnedvek kozti kémiai
folyamatokat irtak le. Kialakult egy kémiai—biokémiai koncep-
cid, mely a kovetkez6képp korvonalazhatd: 1 A szervezet vala-
mennyi physiologiés és pathologias funkcidja kémiai fogalmak-
kal is leirhat6. 2. A sejtek, testnedvek kémiai Osszetételében
bekovetkezd valtozas koros folyamatokat jelez, arra utal (diag-
nozis). 3. A sejt kémiai funkciéjaban vagy a testnedvek kémiai
Osszetételében (szervezetink kémidjaban) bekovetkez6 kéros el-
térések kémiai komponensek célzott bevitelével (therapia) elimi-
nalhatok.

A kémiai doktrina igen jol kiegészitette a morphologiait: mind
a diagnosztikaban, mind a therdpiaban igen eredmeényes volt. A
biokémiai—Kklinikai kémiai analizis jelentéségét a klinikai diag-
nozisban, differencial diagnosztikaban és a betegségek kovetésé-

1. kép. Precipitacios toluidinkék eljarassal festett Hela szévettenyészet a) fény, b) polari-
zacios optikai felvétele. Az izotrop nyugalmi sejtmagok mellett az oszI6 alakok kett6s
torék



ben, monitorizalaséban e helyen és testilet el6tt alig kell hangsu-
lyozni. A kémiai szemlélet azonban segitségilinkre van a patho-
physiologiai folyamatok megértésében is: igy a veseelégtelenség,
diabeteses coma, az endocrinologidban a hyperaldosterinismus,
Cushing-kér-syndroma, thyreotoxicosis jorészt biokémiai para-
méterekkel irhatok le, értelmezhet6k. Talan ennél is fontosabb,
hogy a pathologiés elvéltozasok kémiai interpretacidja megnyi-
totta az utat a hatdsos therdpia szamara.

Nem meglep6 ezek utdn, hogy a kémiai és morphologiai dokt-
rina az elébbiek mellett a kutatasban is jol kiegészitette és erdsi-
tette egymast, amit a nukleoproteidekre vonatkozd kisérletes
vizsgélatainkkal tdmasztok ala, mutatok most be.

A modifikalt DNS-sel nem el6re tervezetten kerultiink kapcso-
latba. Magyarazatot kerestiink a nyugalmi és oszl6 sejtmagok
eltér6 anizotropiajara, amit szovettenyészetek sejtmagjainél el6-
szOr sikerult kimutatni [27] (1. kép). Mindezt a jelenséget, mind

2. kép. Izotdnids szukréz 140 mmol NaCl-ban izolalt thymus sejtmagok a) fény b)
polarizacios optikai felvétele Romhanyi precipitaciés toluidinkék festésével. NaCl hata-
sara a nukleoproteidek disszocialnak és az elongalt, szabad DNS kett6s téré



1. &bra. Triklér-ecetsav (TES) és diazo-metan (DM) hatasa a nukleoproteidekre. TES
extrahalja a DNS-t, DM metilalja a DNS-P-t, igy mas-mas Uton teszik szabaddéa a
hisztonfehérje bazikus csoportjait a savi festékkdtéshez

2 4 ME 0 3 6 ME

2. dbra. Kvantitativ citofotometrids fehérjemeghatarozas TES és DM kezelt sejtmagok-
ban. A két kiillénb6z6 el6kezelés utan mért fehérje értékek jé egyezést mutatnak



a so es tripszinkezelésre kialakul6 kettds torést (2. kép) a DNP
disszociécidjaval, a DNS-hisztonfehérje kotés fellazuldsaval, ko-
vetkezményes magfehérje-veszteseéggel, elimindlassal magyaraz-
tuk [20, 29, 46], Ennek bizonyitasara a bazikus magfehérjék, a
hisztonok in situ kvantitativ meghatarozésara kerestiink az eddi-
gi ismerteknél kiméletesebb modszert. Meghatarozasukata DNS
zavarta, ezért a DNS foszfatcsoportok eliminalasa a hisztonmeg-
hatarozas el6feltétele. Ehhez az alkil-foszfat észterek adtak az
Otletet. Alkilalassal a zavar6 foszfatgyokok aciditasa tompitha-
t0, és a keletkez§ foszfatészterek mar nem zavarjak a bazikus
fehérjék savi festékfelvételét, mennyiségi meghatarozasat.

A DNS triklor-ecetsavas (TES) extrakcioja helyett maszkiro-
zdsara metilalast alkalmaztunk (1. &bra). Szamos prébalkozas
utdn [18] f6képp a kémidban preferdlt nitrozo-metil-karbamid-
b6l (NMC) el6allitott diazo-metant (DM) valasztottuk [44],

20 °C-on 2 6ra utan az éteres kdzegben végzett DM kezelésre
a kiloénb6z6 szoveti magokban pH 8,1-es Fast green-nel a TES
extrakcidval egyezd kvantitativ hisztonfehérje értékeket mértiink
[16] (2. &bra). Ez arra utalt, hogy a bazikus magfehérjék savanyd
festékfelvételét gatlé DNS foszfatgyokok aciditasdt a DM-es
alkilalassal sikeresen tompitottuk. Ezt megerdsitette, hogy e sejt-
magok a foszfat dependens gallocyaninnal (GC) vagy toluidin-
kékkel, tehat tipusos magfestékkel nem, de Fast green-nel inten-
ziven festédtek (3. abra). A DNS mddositasara végzett, itt nem
részletezett kisérletek alapjan, a fehérjék reakcioja biztonsaggal
nem volt kizarhatd, bar a kvantitativ festékfelvételi adatok ezt
nem tamasztottak ala.

Bemutatott eredményeinknek volt egy kilonésen gyenge
pontja: nem tudtuk magyarazni, a rivanollal nem fest6dg, de
anizotrop alkilalt magok miért nem adjak a DNS-re jellemzd, a
foszfatcsoportok modosulasatol fliggetlen Feulgen-reakciot?

Ennek megkdzelitésére el6szor meghataroztuk a thymus ma-
gok rivanol anizotrépia valtozésat, majd festekfelvételét frakcio-
nalt DM kezelés utan [17]. A maganizotropia 30 perces kezelés

10



ME
15-

perc

3. dbra. Metilalas hatasa a thymus sejtmagok savanyu (fast green) és bazikus (toluidin-
kék) festékkotésének idébeni valtozéséara

utdn még csokken, kés6bb azonban konstans; a kett6s torés
intenzitdsa a rivanollal nem festett magokéval kodzel azonos.
mértlik. Ezt a DM kezelt magok csékkent GC és konstans Fg pH
8,1 felvétele is megerdsitette, és alatdmasztotta a DNS foszfat-
csoportjainak reakcidjat. Mindez még nem magyarazta a negativ
Feulgen-reakciot. Ezért a DM-al kezelt magokat Feulgen szerint
hidrolizaltuk: a festékfelvétel és ketts torés fokozatosan csok-
kent, és az ilyen, megel6z6en 30 percig DM kezelt magok izotro-
pok (4. abra). Ennek alapjan feltételezhetjik, hogy a DM kezelt
magok DNS-e savkezelésre depolimerizalddott. Ezért megvizs-
géltuk a hidrolizalo savat, melyben a metilalt DNS depolimeriza-
ciés fragmentjeinek kimutatasat terveztiik.

Az alkilalt DNS totéal hidrolizise utan a kromatogramokon
9 fluoreszkalé foltot talaltunk, a nem metilalt DNS 4 foltjaval
szemben [17]. El6bbiekb6l 4 a DNS béazisoknak felelt meg. A
tovabbi 5 foltbol az Rf értékek és a spektrum alapjan a 7-metil-
guanin (7-MG) egyértelmiien azonosithatd volt. Az A-3-metil-
adenin, N-1-metil-adenin és A-4-metil-citozin, az A-3-alkil-
guanin jelenlétét mi akkor megnyugtatban nem tudtuk, mint

11



lehetséges szarmazékot, anyagunkban azonositani [36, 37], A
7-MG esetlinkben kilonds jelent6séggel birt, mivel ismerten
destabilizdlja a DNS-molekulat. Ennek sordn a DNS-molekula
depurinizélédasa, a redukalé apurinsav (APS) képz6dés és a
cukor-foszfat kotés hasadasdval a molekula depolimerizacidja
alakul ki. A DM-os alkilalas sorén tehat nemcsak a DNS-foszfat
reakcidval kell szamolnunk, hanem alkilalt bazisok keletkezésé-
vel is.

Megfigyeléstinknek ez ideig csak hisztokémiai jelent6séget tu-
lajdonitottunk. A szovetmetszetek DM kezelést kdvet6en identi-
fikéalt 7-MG oOhatatlanul felvetette a megvaltozott genetikus kod
gondolatat és ennek kodvetkezményeit: mutagén, cancerogén,
teratogén valtozasok kialakulasat. Mas nitr6zaminokra tobb
ilyen adat van, de nem volt ismert, in vivo az NMC-bél képz6d-
nek-e alkilalt bazisok, annak esetleges biolégiai kdvetkezményé-
vel. Az NMC bioldgiai hatasat bizonyito kisérletekkel csupéan az
volt célunk, hogy az in situ kémiai modifikélassal kapott eredmé-
nyek gyakorlati kdvetkezményeire adatot szolgéltassunk. Mig
mi az in situ leletek alapjan jutottunk el az NMC terato-cancero-
gén hatasanak feltételezéséhez, méasok az un. ,transzport elv”-

+ 15 30 45 60 perc

(kihazott vonal), ésa DM kezelést kdveté Feulgen szerinti savkezelésre (szaggatott vonal)
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b6i kiindulva (bizonyos vegylletekbdl az aktiv alak csak meta-
bolikus aktivalédas soran keletkezik) vizsgaltdk szisztémasan
hatasukat és jutottak e felismeréshez [9],

Az NMC mutagenicitasat Shigella Flexnerin Kétyi mutatta ki
Munkatarsaval [39], magunk daganatndvekedést gatlé hatasat
igazoltuk [22], A kisérletes daganatokat 100 g-os, kulénb6z6
nem( patkanyokban valtozd dozisu iv. és ip. NMC kezeléssel

1. tdblazat. NMC-DM kezeléssel el6idézett patkanytumorok szervi

megoszlasa
Brochus papilloma 23 20%
Nyal-verejték-pajzsmirigy adenoma 14 12%
Gyomor polyp 2 2%
Vesesarcoma 51 47%
Idegrendszeri daganat 17 15%
Egyéb atypusos tumor 5 4%
Soliter tumor 73 65%
Kettds tumor 39 35%

indukaltuk [21], az eredményeket 2, 5, 8 honap utan értékeltiik.
A taléld allatok csaknem 80%-aban nagyrészt mar makroszkoé-
posan is tipusos vagy atipusos daganatot talaltunk (1. tablazat).
Ezek mikroszképosadn gyomor, bronchus papilloma, adenoma
(vese, pajzsmirigy), kdzponti idegrendszeri daganatok (ependy-
moma, oligoendroglioma) (3. kép), myeloid leukaemia és domi-
naléan vesesarcomak (4. kép) voltak. A kvantitativ DNS és
hiszton méréseink szerint az NMC-vel indukalt tipusos dagana-
tok diploid, az atipusosak triploid, hypertetraploid sejtvonalat
mutattak. Vesetumoraink nagyobb részénél a mitosis index igen
magas volt, mig az idegrendszeriekre ez nem volt jellemz6.

Az NMC-vel indukélt tumoraink lokalizaci6jara vonatkozd
leleteink eltértek az irodalomban mas alkilalo szerekre kdzoltek-
t6l. A szerz6k els6 helyen idegrendszeri daganatot észleltek, mig
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3. kép. Oldalkamrabdl kiindulé, részben vérzésesen 4. kép. A vese alsé pdlusan
elhalt ependymoblastoma az ellenoldali félteke dislo- ulé dionyi, jol korulhata-
catiojaval rolt, szdvettanilag differen-

cialatlan sejtes sarcoma

anyagunkban i.p. kezelés utdn csaknem kizardlag vesesarcoma
dominalt [32], Leleteink értékelésénél figyelembe kell venni a
metildlt DNS labilitasat, amire in vitro vizsgalatainkban mar
utaltunk. Ennek alapjan nem zarhaté ki, hogy az alkilalt DNS-
molekula depurinizacidja, az APS képzddés szbveti viszonyok
kozt, a szOveti pH-n spontan bekovetkezik.

A daganatok kialakul&sa kapcsolatban &ll a szomatikus sejtek
reproduktiv képességével. Gyorsan novekedd, osztddo sejteket
physiologiasan els@sorban a differencialod6 embridban talalunk.
Kémiai-bioldgiai 4gensek hatasara a szdveti differencidlédas za-
vart lesz, amint azt szamos cancerogén szerrdl kimutattak. Az
onco- és teratogenesis kdzti kapcsolat tehat szoros; gyermekek-
ben pl. a Wilms tumor és velesziiletett fejlédési rendellenességek
egyuttes el6fordulasa nem ritka. Ezért megvizsgaltuk, ugyan-
azon allatban NMC kezeléssel indukalhat6-e fejlédési rendelle-
nesseg és tumor.

Kisérleteink szerint iv. NMC-vel kezelt terhes patkanyok int-
rauterin elhalt utédaiban mikrocephalia (5. kép), a telecephalon
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5. kép. A parositast kovetd 3. nap iv. NMC-vel kezelt patkany macerait utédai (kdzépen
kontroll ajszilott allat). J6l felismerhet6 a hypoplasias telencephalon

hypoplasigja alakul ki [19]. NMC-vel kezelt anyak életképes
utddait tovabbkezelve, a felnevelt, kifejlett utédokban ugyan-
csak megtaléltuk a telencephalon fejlédési zavarat (6. kép), de a
vesesarcomat is (7. kép), csakigy mint az anyéakban.

E kisérletek egyrészrél az in vitro, kémiai metilalast, modifika-
last kovetd DNS szerkezetvaltozas kvantitativ hiszton morpho-
logiai, hiszton meghatarozasi eredményét, masrészrél biologiai
hatdsat mutattdk be. Véleményink szerint az NMC in vitro
hatasaért nem az NMC-molekula, hanem a szervezet alkalikus
miliéjeben az NMC-bdl képz6d6 diazo-metén, vagyis egy nagy-
hatast metil&lo szer a felel6s.

A DNS enzimatikus metilalasara az els6 adatok a 80-as évek
elejérél szarmaznak [1], A DNS metiltranszferdz vagy metilaz
enzim az S-adenozilmetioninrdl viszi at a metilcsoportot a DNS-
re. Els6sorban 5-metil-citozin, de As-metil-adenin és V4-metil-
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6. kép. NMC-vel a terhesség elsé 5 napjan ip. kezelt patkany utddainak agya a sziiletést
kovetd 8. honapban (bal oldalt kontroll allat). Az allatokra a mikrokephalia (agy stlya
1,2 g; kontroll 1,5 g) a hypoplasias telencephalon és olivak hypertrophiéja jellemzé

7. kép. A mikrokephal patkanyokban (lasd 6. kép) kialakult vesesarcoma. Szovettanilag
pseudotubularis részek, szamos sejtoszlassal. HE festés
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citozin is keletkezik. A DNS replikacio soran a gazda fonal
megtartja metilalt bazisat, de a leanystrand kezdetben még nem
metildlt: a DNS igy hemimetilalt. Ez azért is érdekes, mert a
DNS-t igen stabil molekulanak tartjuk, mely generaciordl gene-
raciora megtartja szerkezetét. Metilalassal azonban mégis modi-
fikalodik, aminek alapveté kovetkezményei lehetnek. Mig a me-
til-citozin stabilizdlja a DNS kett6shelixet, a metil-adeninnek
hatasa ellentétes. Az alteralt bazis mddositia a DNS fehérje
kotését és funkcidjat. Nincs definitiv adatunk, hogy a metilalt
béazisoknak meghataroz6 szereplk volna a differencialédasban.
Szovettenyészetben azonban kimutattak, hogy a DNS bizonyos
poziciéi folyamatosan metilalédnak. Krdonikus myeloid leukae-
mia stacioner fazisdban a gén metilalt, mig progresszié esetén
hipermetilalt [42], Ez azért is fontos, mert a metilalasnak génakti-
valé szerepet tulajdonitanak [1], Aktivalédva zavar all be a
sejtanyagcserében, csokken a sejtndvekedés (6regedés?) és ez
sejthalalhoz vezethet. A metilalt DNS esetében nagyobb a valé-
szinsége, hogy a tumor szuppresszald gén inaktivalédhat. Ezen
adatok 0Osszességikben arra utalnak, hogy a metilalt bazisok
egyrészt a DNS funkci6janak regnélasaban jatszanak kulcssze-
repet [6]. Masrészrél a génexpresszidban és a chromatin szerke-
zetében a szovetspecifikus chromosomalis fehérjéknek, ezen be-
lul a hisztonoknak is szerepiik van [38, 50],

A hisztonokkal, a nukleoproteideknek mér emlitett f6 fehérje
komponensével sem elGre tervezetten kezdtink ujra foglalkozni.
A Klinikai kémiai napi rutin diagnosztikai vizsgalatok adtak az
Otletet [34], Valdjaban ez a felismerés, gondolattarsitds ma sza-
momra a legszebb a soron kdvetkez8, immar szisztéméasan felépi-
tett vizsgalatokban.

Alig 20 éve ismerték fel, hogy diabetesben, de idds korban is
a haemoglobin mellett [2, 13] a szemlencse krisztallin, a kollagén,
myelinfehérje, az erek basalis membranja, lipoproteinek, enzi-
mek, de a DNS aminocsoportja is posttranslacionalisan, nem
enzimatikusan glikalhat6 [3]. A Maillard-reakcié néven az élel-
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miszer-kémidban a szazadforduldtol ismert ez az an. ,,barnulési
reakci6” [40], Ennek sordn a redukal6 cukrok és a fehérjék
primer amino-, legink&bb a lizin e-amino-csoportja kdzt Schiff-
bazis, majd Amadori-atrendez6dés utan [33] a sarga Maillard-
végtermék alakulhat ki (5. dbra). A glikalt LDL nem jol két6dik
a sejtek LDL receptoraihoz [8, 31, 49]. Ezért cukorbetegeknél
emelkedik a szérum koleszterin szint. A nem leboml6 lencse
krisztallin elveszti atlatszosdgat, a kollagén pedig rugalmassagat.
A cukorbetegek viszonylag korai 6regedését a szovetek glikaltsa-
gaval is kapcsolatba hozzak [3].

A cukorbetegség, diabetes mellitus anamnesztikus allapotanak
regisztralasara a glikalt haemoglobin A1C mérést [13], Gjabban
a szérumfehérjékre kidolgozott fruktézamin prébat alkalmazzuk
[26], Utébbi meghatarozéasara bevezetett NBT reakcio standardi-
zalasaval foglalkozva jottink ra [34], hogy a fehérjékben, igy pl.
a szérumalbuminban is elsésorban a bézikus lizin aminosav

5. dbra. A fehérjék primer aminocsoportjanak posttranslacionalis, nem enzimatikus
glikalasa. F6képp a lizin epszilon aminocsoportja 1ép redukélé cukrokkal reakciéba
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lancvégi epszilon aminocsoportja glikalddik. Legtobb lizin is-
merten a bazikus hiszton tipusi magfehérjékben van. Meglep6
volt ezek utan, hogy a szervezet legbazikusabb fehérjéinek, a
sejtmag lizingazdag hisztonjainak gliké&lasara nem talaltunk ada-
tot. Ezért kezdtiuk el els6ként a hisztonok glikalasat tanulma-
nyozni.

Az eukariota chromatin ismétl6dé szerkezeti alapegysége a
nucleosoma (6. &bra), mely core és linker nukleosoma -DNS
részbél épul fel [41, 45, 12, 28, 11, 39]. A DNS Kettds spiral a 2A,
2B, 3 és 4 hisztonfrakciobdl felépiilé okiamért fogja kortl, mig
a HI hiszton kivil kapcsolddik a core és linker DNS-hez. A
felépitéshodl kovetkezik, hogy a kiilonbdz8 hisztonoknak és mo-
dosuldsainak fontos szerepe van a chromatin szerkezetében és
funkcidjaban. A core hiszton er6sen konzervalt szerkezetével
szemben a linker HI hiszton kisebb mértékben az. Ugyanakkor
felel6s a magasan rendezett, szolenoid szer(i nucleosoma szerke-
zet fenntartaséért, de a sejtproliferald szabalyozéasaért is [4, 43].
A hisztonfehérjék rendkivil konzervativ karaktere, primer szer-
kezete arra mutat, hogy e polipeptid lanc nélkll6zhetetlen a
nucleosoma szerkezethez, és a poszttranszlacionalis acetilalas [7]
konzervalt, kivalasztott pozicidi az eukaryota chromatinban e
modifikacio alapvetd funkcionalis jelentdségét sejtetik. A chro-

6. dbra. A nukleosoma szerkezet McGhee és Felsenfeld (1980) utan
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mosomalis, nem hiszton tipusu fehérjéknek nagy csoportjat az
ugyancsak konzervativ, az un ,,High Mobility Group” (HMG)
fehérjék alkotjak [10], melyek sok tulajdonsadgukban hasonlita-
nak a hisztonokra, szerepiik van a génexpresszioban és DNS
replik&cioban [38]. A hisztonokhoz hasonléan poszttranszlacio-
nalisan metilalhatdk, foszforildlhatok, acetilalhaték [5, 15],
amint a szérum- és struktarfehérjék is modifikdlodhatnak.

Vizsgéalatainkhoz dsszhisztont és hiszton frakcidkat borja thy-
mushdl izolaltunk [25]. Osszehasonlitasként gyari készitménye-
ket is glikaltunk. Maés kisérletben diabeteses egyének majabol
izolaltunk hisztont. Glukdz mellett mas redukéalé cukrokkal,
glukoz-6-foszfattal (G-6-P) is inkubaltunk. A glikéaltsag fokat a
redukcion alapulé NBT reakcidoval mértik [26], Esetenként sa-
vas hidrolizist kdvetéen vékonyréteg-kromatografias és HPLC
analizist végeztiink a napjainkban Ujra felfedezett oximetilfurfu-
ral, ill. furosemin kimutatasara, amit Udranszky Lé&szld, a ko-
lozsvari, majd budapesti egyetem élettan professzora, akadémi-
ank levelezd tagja méar 1888-ban leirt [48],

Megéllapitottuk, hogy eltér6 lizintartalmuk ellenére a vizsgalt
hisztonfrakciok nativ glikaltsaga alig tér el a kiillénb6z6 albumi-
nokétol, szérumfehérjéktdl (2. tablazat). A protamin nem glikalt.

2. tablazat. Kiilonboz6 fehérjék ,nativ” glikaltsaga az

NBT reakcioval mérve és AA/g fehérjében kifejezve. A

HI hiszton kivételével mind lizinben, mind glukézfelvé-
telben hasonld értéket mutatnak

Fehérje AA/g fehérje Lizin mol%
Hiszton (0ssz) 15—25 15
borju timusz

HI1 Borjl timusz 0,1—0,5 30
Bovin albumin 15—3,0 10
Human albumin 08—15 10
Human szérum 1,0—11

Protamin 0 0
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Ha e készitményeket 66%-0s vizes alkoholban oldott 300 mmol/1
gluk6zzal 10000 U aprotinin enzimgatlo jelenlétében 1-t6l 30
napig 37 °C-on inkubaltuk, igen eltér6 glukdzfelvételt talalunk
(3. tablazat). Mind a humén, mind a bovin albumin 30 nap utan
a 15 napig inkubalt dsszhisztonnal egyez6 glikaltsdgot mutatott.
Ugyanakkor a HI hiszton glukozfelvétele tobbszordse volt az
dsszhisztonénak. A protamin guanidocsoportja nem glikalhato.

Az 0sszhiszton elemanalizise (4. tAblazat) isjelentés glukdzfel-
vétel mellett szolt [35]. A glikalt hisztonok alacsonyabb nitrogén-
érteke 10 w/w% glukozfelvételre utalt. A 110 Daltonos atlag
aminosav moltdmegbdl és a hiszton 15% lizintartalmabol Kiin-
dulva szamitdsunk szerint a lizinmolekuldk 45%-a glikélodott.
Megvizsgaltuk 0,15% Triton X100 tartalmu savanyu ureés akril-

3. tablazat. Kulonboz6 fehérjék in vitro glukdzfelvétele
(300 mmol/1) 37 °C-on 66%-0s vizes-alkoholos kdzeg-
ben; mérés NBT reakcidval

Fehérje Eljaras AA/g fehérje
Hiszton (ossz) 66%EtOH
borju timusz
10 nap 40—50
15 nap 50—70
30 nap 100—150
PBS pH 8,9
15 nap 25—30
HI-Hiszton 66%EtOH
borja timusz
15 nap 250—300
Human albumin PBS pH 8,9
8 nap 25—30
30 nap 40—60
Bovin albumin PBS pH 8,9
2—10 nap 15—20
17 nap 40
30 nap 40—50
Protamin PBS pH 8,9
10 nap 3—4

21



4. tablazat. Hiszton és glikalt dsszhiszton elemanalizise

Hiszton Glikalt hiszton
c 45,13 45,63
2,89 4,49
14,43 13,05

amid gélben, valtozik-e a glikalt hisztonok mobilitasa (7. abra).
Megfigyelésiink szerint a glukézfelvétellel, vagyis a molekula
tomegének ndvelésével a hisztonnak nemcsak mobilitésa, de az
aminocsoportok Schiff-bazis képz&dést kdvet6 Amadori-atren-
dezddése révén a savanyl Coomassie blue festékfelvétele is csok-
ken.

a b c

7. 4dbra. Kontroll a), 10 b) és 30 c) napig glikalt 6sszhiszton elektroforetikus képe
Coomassiekék festés utan. Az elvalasztas 0,15% Triton X100 tartalm( savanyU ureas
akrilamid gélben tortént
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Vizsgéltuk a glikéalas kinetikajat is (8. dbra). A HI hiszton
magas glukozfelvétellel exponencidlis lefutasu telitési kinetikat
mutat. Mind az 0sszhiszton, mind az Un. cor-frakci6 (H2-H4)
kinetikaja kétlépcsds. A HI tartalma ¢sszhiszton idében elh(zé-
dd, alig emelkedd stacioner fazis utan a 12. nap utan vesz csak
jelent6s mennyiségben glukozt fel, ami a cor-hiszton frakciénal
a 7. nap koril mar bekovetkezik. Ennek pontos magyarazatat
nem tudjuk, de feltételezhetd a frakciok interakcidja, ami modifi-
kéalhatja a glukdzfelvételt. E feltevést aldtdmasztani latszott a
kovetkezd kisérletink. A nucleosomaban nemcsak DNS-fosz-
fat:hiszton-aminocsoport elektrosztatikus interakcidval lehet
szdmolni, hanem a hiszton (és HMG) fehérjék egymaés kozti
kapcsolataval is. llyen konstellacio lehet az izolalt sejtmagban.
Ha utébbibdl kivonjuk a hisztont, ezek a kotések az elongélt,
kiterult molekulaban felszakadnak, igy megemelkedik a moleku-
la bazicitasa (9. abra). A kisérlethez borju thymus sejtmagokat
szukrozéban izolaltunk és 8 napig 37 °C-on pH 8,4-es natrium-

8. dbra. H1-linker, H2-H4 cor- és dsszhiszton glukézfelvételének id6beni valtozasa
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30 nm

9. dbra. A nukleosoma a) kondenzalt és b) kiteritett, extendalt szerkezete

azid és 300 mmol/1 glukéztartalmu 0,15 M-os foszfat puiferben
inkubaltuk. Ezt kévetben az 6sszhisztont kivontuk. Osszehason-
lithsként az izolalt sejtmagok maésik részébdl az Osszhisztont
azonnal kivontuk és ezt a preparatumot inkubaltuk 8 napig az
el6z6hoz hasonld kisérleti kortilmények kozt. A hisztonprepara-
tum glukozfelvétele csaknem kétszerese volt a sejtmag ,,konden-

zalt” hisztonénak (5. tablazat), ami megerdsitette korabbi feltéte-
lezéslinket, az intermolekuléris interakciét.

5. tablazat. Egyrészt szukréz-kalcium izolalt thymus

sejtmagok, masrészt abbol kivont 6sszhiszton glukéz

felvétele (pH 8,4-es foszfat pufferben oldott 300 mmol
glukéz) 37 °C-on 8 napos inkubécié utan

AE/g fehérje

1zolalt sejtmag 27
(nukleoprotein)

Osszhiszton 45

Megvizsgaltuk 5-5 diabeteses és més betegségben elhalt 60 év
feletti egyén majabol izolalt 6sszhiszton glikaltsdgat. A cukorbe-
tegek méjhisztonja kétségtelenlil magasabban glikalt (8. tabla-
zat). Ez az érték azonban nem szignifikdns. Ennek oka lehet, a
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6. tablazat. Nem diabetesben és diabetesben 60 év felett
elhalt egyének maj dsszhisztonjanak glikaltsaga az NBT
reakciéval mérve, AA/g fehérjében kifejezve

AA/g fehérje

Normél mgj hiszton 16—31
Cukorbeteg méj hiszton 23—4.8

glukoz talan csak részben jut be a sejtmagba, de szerepe lehet e
fehérjék rovidebb Gjrakeletkezési idejének épp ugy [50], mint a
DNS—hiszton, hiszton—hiszton szoros asszociacionak is, amire
épp elébbi kisérletinkkel mutattunk ra. Ugyanakkor vannak
adatok a DNS bazisok glikéltsagara is [6], A glikalt DNS géatol-
hatja a templat funkciot, igazoltan csokkenti a virus DNS transz-
fekcios potencialjat, és a metilalashoz hasonl6an atrendezddéssel
a glikozidos kotést labilizalva a molekula depurinizalodhat, apu-
rinsav keletkezhet. A glikéalas igy végeredmeényben az alkilélas-
hoz hasonldéan a DNS modifikalas révén genetikus konzekvenci-
akat eredményezhet, de a fokozott tumorgenezisre is hajlamosit-
hat.

E vizsgalatoknak volt egy konkrét morpholégiai eredménye is
[23, 24], Ha a glikalast a sok vonatkozasban kedvez6bb G-6-P-al
végeztik, mely 25-szor aktivabb a glukdznal, Ugy az aldehid-
amin kondenzécioval savi gyokoket vihetlink a fehérjébe (10.
abra). Szdvetmagokbdl kivontuk a savanyd DNS-t és a vissza-
maradd bazikus fehérjéket G-6-P-tal inkubaltuk, majd bazikus
festékekkel festettlink. Az eredetileg csak savi festékkel fest6d6

10. &bra. A hiszton lizin-amino-csoportjanak glikalasa gluk6z-6-foszfattal
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sejtmagok, az abban visszamarad6 fehérjék toluidinkékkel vagy
haematoxylinnal ragyogéan feltlintethet6k (8. kép). Ezzel az
eddigi ilyen festési mddszerektdl eltérden a hisztonokat a bevitt
savi gyokon at mutathatjuk ki.

Nem volna teljes attekintésem, ha nem hivnam fel a figyelmet
a hisztonok diagnosztikus jelent6ségére is. Alig 10 éve ismerték

8. kép. Triklor-ecetsavval extrahalt, DNS negativ patkanyvese metszet pH 8,4-es foszfat
pufferben glukdéz-6-foszfattal inkubalva, majd pH 4,5-6s toluidinkékkel festve

fel, hogy az autoantitestek nemcsak a DNS-hez, de a hisztonok-
hoz is kdtddnek. Hisztonnal reagalé autoantitest nagy szazalék-
ban mutathat6d ki SLE-ben, gydégyszer indukalt lupusban, rheu-
matoid arthritisben, de sok més autoimmun betegségben is [14,
17]. Magunk glikozilalt és nem glikalt hiszton antisavéval terve-
zunk diagnosztikus vizsgélatokat. A hisztonok igy bevonultak
diagnosztikai, immunkémiai fegyvertarunkba, ahol klinikai ké-
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miai fruktézamin (= glikalt szérumfehérje) meghatarozas szisz-
témés tanulméanyozésa a glikohiszton vizsgalatainkat inditotta
el.

A metilalt, tehat kémiai Gton modifikalt DNS lehet6vé tette a
bazikus fehérjék morphologiai feltiintetését. Ugyanakkor a fosz-
fatgyokok és bazisok alkilalasa mélyrehat6 biolégiai: daganatos,
teratogén valtozast is eredményezett. A glikalas a metilalashoz
viszonyitva kétségkivil enyhébb kémiai beavatkozas. Azonban a
glikélassal modifikalt fehérjestruktirdk eddig feltart kovetkez-
ményei maris elgondolkoztatok, mondhatni aggasztéak, hisz a
glukozzal egydtt élink. Tamadaspontja ennek is mind a DNS,
mind a fehérje, a hiszton, amire néhany adatot mutathattunk be.
A folytatést illetéen ma kulonodsen aktuélis Széchenyi Istvéan
szliletése bicentenariumanak el6estéjén szavaira emlékezni; 6
ugyan a nemességre mint elitre gondolt, én a kutatdkra: ,,Mine-
kink is mozdulnunk kell, akar akarjuk akar nem, s nehogy
hatrafelé nyomattassunk, 1épjink ink&bb el6bbre”, ami ,,csakis
szellemi és erkolcsi értékeink kifejlesztésével sikeriilhet”. Széche-
nyi szellemében kell tehat tovabb dolgoznunk.
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