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BEVEZETES

A sejtek kozotti jelatviteli-jelatalakitasi folyamatok megértése az egyik legfontosabb
feladat az élettani alapkutatasok terén. A hetvenes évek elején Burnstock munkai hivtak
fel a figyelmet arra, hogy ezekben a folyamatokban az extracellularis nukleotidoknak is
szerepe van '. A purinok és pirimidinek sejtekre gyakorolt hatisanak tanulmanyozésa
vezetett a purinerg hipotézis megalkotasdhoz ¢és a purin jelatvitelben résztvevo
purinoceptorok  és  ektonukleotidazok  azonositasdhoz, leirasdhoz. Kisérletek
bizonyitottdk, hogy majdnem minden sejtb6l felszabadul tobb-kevesebb adenin
nukleotid, kiilondsen gyulladasok, ischémias folyamatok soran *''. A minket leginkabb
érdekld ATP-t szekretalhatjdk neuroendokrin-, kroémaffin-, endotél- ¢és hizdsejtek,
purinerg neuronok és vérlemezkék 2, és széllithatja bels§ plazmamembran fehérje '
is. A kozponti idegrendszerben az ATP az ideg- és gliasejtjeiben egyiitt tarolodik mas
ingertiletatvivd anyagokkal €s ingeriilet hatasara veliik egyiitt keriil a sejtek kozotti
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térbe. Igy talaltdk meg acetilkolin  és katekolamino mellett. Az extracellularis

kb. 100 uM felett mar elpusztitana a sejteket, de azért is, mert P2 purinerg receptorokhoz
kotddve jelatviteli folyamatokat szabalyoz. Amennyiben pl. patologids folyamatok
hatésara az élettanilag sziikségesnél tobb ATP szabadul fel, az a szivben a P2 receptorok
kozvetitésével fokozott norepinefrin felszabadulds miatt végzetes aritmiat okozhat '*,
egyéb szovetekben tovabbi gyulladasi folyamatokat, az erekben trombotikus
folyamatokat segithet elo.

Az ATP (és ADP) azonban nemcsak a P2 receptorok agonistdja, hanem
ektonukleotidazok szubsztratja is. Ezek az enzimek modulaljak a receptorokon kivaltott
hatast a nukleotidok gyors hidrolizisével. Az ektonukleotidazok és a P2 receptorok
kozotti kapcsolat azonban még nem bizonyitott. Ektonukleotiddz és purinoreceptor
egylittes eléfordulasat eddig minddssze egy esetben, emberi méhlepény endotélsejtjeinek

¥ A kaveoldkban a kaveolinl és kaveolin3

kaveolaiban sikeriilt csak kimutatni
fehérjék, azok, melyek a jellegzetes membranformacio kialakitasaért felelosek, kotik

meg az ektonukleotidazok kozé tartoz6 NTPDazl (ektonukleozid trifoszfat



difoszfohidroldz) enzimet %, és még szamos jelatvitelben érdekelt fehérjét, koztiik
receptorokat is.

Ugy tiinik, a nukleotidok kozvetitette jelatvitelt ektonukleotidazok szabalyozzak, és ez a
kiilonféle nukleotidazok eltéro eloszlasa miatt nemcsak idébeli, de - és ebben a kaveolak

igen fontos szerepet jatszhatnak - térbeli szabélyozas is *'*2.



EKTONUKLEOTIDAZOK

Az ektonukleotiddz enzimek a sejtek kozotti térbe keriild nukleotidokat bontjak. A
folyamat hidrolizis, és eredményeként foszfat szabadul fel. Hasonld reakcio jatszodik le
a sejtek kiilonbozd organellumaiban taldlhatd, vagy a sejtmembranba beépiilt P, V, F
osztalyokba sorolt endonukleazok esetében is, azonban a kiilonb6zd csoportokba tartozé

enzimeknek nemcsak funkcidja, szerkezete is kiilonb6z6 (1. tablazat).

0SZTALY KEPVISELG SZUBSZTRAT GATLOSZER JELLEGZETESSEG ION-TRANSZPORT
P Na"/K'-ATPaz ATP ouabain kovalensen kotott igen
Ca™"-ATPaz ATP vanadat foszforilalt koztitermék igen
\Y% H'-ATPaz ATP N-etil maleiimid H* igen
F FO/F1-ATPaz ATP oligomocin ATP-szintézis igen
E NTPDaz2 NTP nincs ektoenzim nem jellemz6
NTPD4z1 NTP/NDP nincs

1. tabldzat ATP-t bont6 enzimek osztalyozasa

Az cktonukleotidazok ko6zé tartoznak az alkalikus fosztfatazok, az NTPDazok
(ektonukleozid trifoszfat difoszfohidrolazok), az ektonukleotid pirofoszfatazok/nukleotid-
foszfodiészterazok (NPP/PDNP) ¢és az 5’-nukleotidaz/CD73. Az enzimek kozos
jellemzdje, hogy altalaban széles szubsztratspecifitassal rendelkeznek, nemcsak adenin
nukleotidokat bontanak. Mindegyik enzim glikozilalt és vagy membranba beépiild
fehérje vagy horgonyzofehérjén (pl. GPI: glikozil foszfatidil inozitol) keresztiil
kapcsolodik a sejtmembranhoz (Id. 1. dbra, alkalikus foszfatazok ill.5 -nukleotidadz). Az
enzimek aktiv centruma a sejtmembran kiilsé felszinén helyezkedik el. Az, hogy a
hidrolizisben milyen enzimek vesznek részt, a szovet, ill. a sejt fajtajatol fiigg, és ebben
igen nagyok az eltérések. Az ektonukleotidazoknak koszonhetd az is, hogy a sejtek jra
hasznosithatjak az értékes purinokat. Ugyanis mig a sejtek nukleotidok felvételére
altaldban nem képesek, a defoszforilalt nukleozid termékek mar a megfeleld

transzportrendszerekkel felvehetdk és ismét felhasznalhatok.



E-NPP/PDNP 5¢ nukleotid4z/CD73
E-NTPDazok alkalikus foszfatazok i
COOH NH2

COOH

X -
sejtmembrén
NH2 “COOH © NH2 NH2 *horgonyzdfehérje
NTPDazl
NTPD#z2 NTPD#z5 ;::lf:;
NTPD4z3 NTPDaz6 NPP3
NTPDaz4 »

1. dbra Az ektonukleotidazok szerkezete és elhelyezkedésiik a membranban®

Az ektonukleotidok  hidrolizaciés  lancfolyamatat az ~ NTPDazok  és
pirofoszfatdzok/nukleotid-foszfodiészterazok inditjak el €s az 5’-nukleotidaz/CD73 (EC
3.1.3.5.) fejezi be, adenin nukleotidok esetében az adenozin monofoszfat adenozinna

alakitasaval (2. abra).

Pi
. . ; P AMP L adenozin

1: diadenozin-polifoszfat hidrolaz ©]O)
2: alkalikus foszfatdiz PP, ‘\1®
3: 5 -nukleotidaz/CD73 &
4: ektonukleotid pirofoszfataz ©O)
5: ektoadenilat kinaz ApA — ATP+AMP &bk
6: NTPDdz2 ‘/j @O®
7: NTPDdzl P;

ADP

@@

2. abra Az adenin nukleotidok és a bontasukat végz6 enzimek



Az ektonukleotidazok feladata azonban tobb, mint a nukleotidok receptor kozvetitette
hatasanak sziintetése, hiszen ligandokat képeznek mas receptorok szdmara; az adenozin
eléallitasaval beinditjdk az adenozin kozvetitette folyamatokat és nélkiilozhetetlen

szerepiik van a metabolikus folyamatok homeosztazisaban is.

Az alkalikus foszfatazok rendelkeznek a legszélesebb szubsztratspecifitassal, nem
specifikus monoészter aktivitasuk is van. Miukodésiiket a szabad foszfat gatolja,
specifikus gatloszeriik a levamisol vagy a cisztein **. A szervezetben betdltdtt szerepiik
fontossagat mutatja, hogy szovetspecifikus ¢és nem szovetspecifikus formaik
gyakorlatilag minden szévetben megtaldlhatok, s az alkalikus foszfatdzokat emberben
legalabb négy gén kodolja »°. Szerepiik alapveté a majban, vazizomzatban, vesében és a

r 17 - 26
csontképzddésben is .

Az ektonukleotid pirofoszfatazok/nukleotid-foszfodiészterazok csoportjaba tartozo
enzimek nukleotidok és nukleinsavak foszfodiészterazkotéseit is képesek hidrolizalni,
igy pl. a 3’°5’-cAMP-t vagy ATP-t AMP-v¢é és pirofoszfatta alakitjadk. Tobb tagjuk
szolubilis forméban is megtalalhatd, transzmembran és az aktiv centrumot tartalmazo
extracellularis alegységiik igen jol megdrzott, mig a citoplazméban 1évé szovettdl-fajtol

fliggben nagy valtozatossagot mutat. Klonozasukat is elvégezték .

Az 5’-nukleotidaz/CD73 (EC 3.1.3.5.) adenin nukleotidok esetében az adenozin
monofoszfatbol adenozint képez. Az enzim cink aktivalta metalloenzim, mely dimer
formaban aktiv és az uracil és guanin monofoszfatok is a szubsztratjai, mig az ATP és
ADP kompetitiv gatloszerei. Specifikus géatloszere az 5’-a,B-metilén ADP. Szerkezete
jol megorzott, emlésokben gyakorlatilag ugyanaz a molekula fordul eld. Enzimatikus
hasitds eredményeként az Ot a sejtmembranhoz kotd GPI-lanctél megszabadulva
szolubilis formaban is megtalalhaté a sejtek kozotti térben. 1993-ban allapitottdk meg,

hogy a CD73 sejtmarkerrel azonos B és T limfocitikban **

8,29

. Feltételezik, hogy

sejtkapcsold funkcidja is van, ischémia alatt aktivitdsa megnd



Az NTPDazokhoz tartozd enzimek a régebbi leirdsokban - sajdt munkainkban is - mint
ekto-ATPazok, apirazok, CD39 vagy E-tipusi ATPazok szerepeltek *°. A nevezéktani
ziirzavart egy 1998-as megallapodas — legalabb is hivatalosan — megsziintette °'. Az
NTPD4zok aktivitasat Ca™" ill. Mg~ jelenléte befolyasolja, nukleozid 5’-tri és
difoszfatokat hidrolizdlnak. Az NTPDazok (EC. 3.6.1. — ektonukleozidtrifoszfat
difoszfohidrolazok) egyik tagjat, az apirazt (j elnevezése NTPDazl), a burgonyaban
mar 1962-ben megtalaltak és jellemezték >, késébb az enzimet t5bb allati és emberi
szOovetben is azonositottdk. Tobb rokon enzim eloszlasat is ismerjiik, vannak adataink

. e . .y ST I ’ . o 34-36
biokémiai sajatossagaikrol is, klonozasuk is megtortént

, mégis azt kell mondanunk,
pontos élettani szerepiik maig nem tisztazott *°’*°. Tanulméanyozasukat tobb tényezd is
megneheziti. Igaz, hogy aktivitdsuk magas, aktudlis koncentracigjuk a sejtmembranban
azonban igen csekély. Tobbszordsen glikozilalt molekuldk, ami bonyolultabba teszi a
tisztitasi eljarasokat, €s a pontos molekulasuly ill. aminosavsorrend meghatarozasat is
4142 Mivel az enzimek a sejtmembranba beépiilve talalhatok, tisztitasuk soran sziikség
van a lipidkdrnyezet eltavolitdsara. Az alkalmazott detergensek azonban nemcsak
“megnyilni” segitik a membrant, de a legtobb esetben az enzim aktivitdsa is a tisztitas
aldozataul esik *. Az enzimkinetikai paraméterek megadasa sem egyszerii. Mivel ezek
az enzimek mind ATPaz, mind ADPaz aktivitassal rendelkeznek, kimutathato
koztitermék pedig nincs, a Ky, és vy értékeket egzakt modon nem tudjuk meghatérozni.
Immunhisztokémiai vizsgalatokat a kereskedelemben kaphatd antitestekkel csak az
utobbi évtizedben lehetett végezni, €s csak emberi szoveten. A leggyakrabban hasznalt
patkany ill. egér szovetre alkalmas hazilag eldallitott antitestek néhany labor birtokéban
voltak — ami viszont igen kiterjedt és foképp az antitestet eldallitok szamara felettéb
hasznos kollaboraciot segitett eld. Specifikus gatloszer azonban még mindig nincs
elleniik. Igéretesnek tiint az FPL 67156 (ARL 67156 néven is ismert, 6-N,N-dietil-B,y-
dibromometilén-D-ATP) alkalmazasa ***°, de enzimhisztokémiai vizsgalatokra még a
javasoltnal nagyobb koncentriciéban sem volt eléggé hatékony *°. Ujabban a P2
receptorok antagonistait probaljak alkalmazni erre a célra, azzal a nem titkolt reménnyel,

hogy a gatloszereknek alkalmas antagonistadk a gydgyaszatban is felhasznalhatdak

lesznek ¥/,



Minden nehézség €s a sokszor nehezen Osszevethetd adatok ellenére azonban vitan feliil
all, hogy ezen enzimek egyik fontos funkcidja a P2 receptorok altal kozvetitett jelatviteli
folyamatok moduléalasa a sejtek kozotti térben levd ATP és ADP eltavolitasaval. Itt
nemcsak az ATP/ADP hidrolizisérél van szd, hiszen az 5’-nukleotidaz/CD73 hatasara
végtermékként keletkezO adenozin a sajat receptorait fogja aktivalni, aminek

eredményeként épp ellenkezd hatas 1€phet fel.

Az NTPDaz/CD39 enzimcsalad tagjai

Az NTPD4z enzimcsalad tagjainak fehérjeszerkezete nagyfoka hasonlosagot mutat ** (3.
abra). A fehérje N- és C-termindlisai a legtobb NTPDaz izoenzim esetében a sejtek
citoplazmdjaban, a molekula legnagyobb része viszont, amely altaldban az 6t apirdz-
megOrzott régiot (ACR) és az enzim aktiv centrumat is tartalmazza, a sejtek kozotti
térben helyezkedik el. Az NTPD4z5 és 6 szolubilis forméaban is eléfordul. Nem olyan
régen azonositottak az NTPDaz8-at COS sejtekben *°.

NTPDazl NTPDaz3 NTPDaz5 NTPDaz6

(ekto-ATPDaz/CD39) (ekto-ATPDaz/CD39L3  NTPDAzd 39y 4 oon | (CD39L2)

NTPD#z2 (UDPdz)

(ekto-ATPaz/CD39L1

ACR (apynase
conserved
region)

intracellularis tér

NTP — NMP + 2 Pi. NTP — NOP + Pi NTP — NDP + Pi UDP — UMP + Pi NDP — NMP + Pi NDP - NMP + Pi
NOP — NMP +  Pi (NDP — NMP + Pi) NDP — NMP + Pi UTP — UDP + Pi
(ATP:ADP = 1:0.8) (ATP:ADP = 1:0.03) (ATP:ADP = 1:0.3)

3. dbra Az NTPDizok szerkezete és jellemz6 reakciéik

A kozponti és kornyéki idegrendszerben két ilyen ektonukleotidazt irtak eddig le, az
NTPDazl-et (ektonukleozid trifoszfat difoszfohidroldzl) és az NTPDaz2-t °'°. A két
transzmembran enzim szerkezetileg igen hasonld, de az NTPDaz1 ATP-t és ADP-t kb.



azonos sebességgel hidrolizal, mig az NTPDaz2 6 szubsztratja az ATP. Zimmermann ¢és
munkacsoportja eredményei arra utalnak, az NTPDazl csak mikroglia ¢és
endotélsejteken, valamint az erek simaizom sejtjeiben taldlhatd, mig az ideg- ¢és
gliasejtek enzimje az NTPDaz2, melynek fontos szerepe a glia és idegsejtek kozotti
parbeszéd fenntartdsa, biztositdsa. Kozvetve azonban az NTPD4az1-nek is lehet szerepe
az idegsejtek és asztrocitak P2 receptorok kozvetitette kapcsolataiban, hiszen a
mikrogliak mindkét sejttipussal szoros kapcsolatban vannak °'. Masok vizsgalatai is
igazoltak az NTPDazl és NTPD4z2 jelenlétét kiilonbozo agyteriileteken, de az eldbb
leirtakkal ellentétben, mindkét enzimet megtalalték szinaptikus membranokon >,

Szadmos adat all mar rendelkezésiinkre arr6l, hogyan szabdlyozzék az NTPDézok a
egyre ujabb eredmények olvashatok arrdl is, hogy a kiilonbozd szervekben melyik
NTPD4z jatszhatja az els6dleges szerepet *~"®°. Azt azonban, hogy az NTPDézok
milyen pontos élettani szerepet toltenek be a purinerg jelatviteli folyamatok

86167 A legujabb, sejttenyészeteken végzett

szabalyozasaban, még nem ismerjiik
kisérletek arra utalnak ®’, hogy a P2Y1 receptor alapaktivitdsanak fenntartisdban igen
lényeges szerepet jatszik, milyen NTPD4z van a receptor kdzvetlen szomszédsagaban.
Arra is van adatunk, hogy igen kozel lehet az ATP-kibocsatas helyéhez maga az
NTPDéz enzim . Mara elfogadotta lett, hogy a purinerg szabalyozas mind a kézponti,
mind a kornyéki idegrendszer szdmaéra nélkiilozhetetlen. Az NTPDazok koziil az
NTPDazl  alkalmazasa a  trombozisok  megelézésében, szovetkilokodések

megakadalyozasara egészen kozelinek tinik mar ', de azt, hogy az NTPDézok ¢és

purinoceptorok miként hatnak egymasra, még nem ismerjiik.
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KAVEOLAK-KAVEOLINOK
Palade és Yamada az Otvenes években fedezte fel az endotél- és epitélsejtekben a

formajuk utan (cave=barlang) kaveoldknak nevezett membranképzédményeket ©'°.

Joval kés6bb ismertik meg Osszetételilket és szerkezetiiket 7.

Magas
koleszterintartalmu, szfingolipidekben is gazdag, Triton X100-ban 4°C-on gyakorlatilag
nem oldodo, kis stirtiségiik alapjan konnyen elkiilonitheté membranszakaszok, melyeket
kaveolin fehérjék formalnak flaskaformaju befizodésekké (4. abra), és koncentraltan
tartalmaznak a ,hagyomanyos” membranrészekben nem, vagy csak joval alacsonyabb

koncentracidban talalhato, jelatvitelben szerepet jatsz6 molekulakat (5. dbra).

4. abra Ekto-ATPaz enzimaktivitast mutaté (cériumfoszfat csapadékkal telt)

kaveolak tengerimalac Auerbach plexusanak simaizomsejtjében (felv.:Kittel)

l kaveolin

g foszfolipid
g szfingolipid

koleszterin

kaveola

5. abra A kaveolak alakja és felépitése

(www.home.student.uva.nl/.../ samenvatting.htm)
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A kaveolak vazfehérjéje a kaveolin. A jellegzetes szerkezet kialakulasahoz az egyes ill.
kettes modosulat nélkiilozhetetlen, a kaveolin-2 énmagaban nem elegendd, és jelenléte a
kaveolin-1 mellett nem is szlikségszerli. A molekula N-termindlisa a bels6 membranhoz
kapcsolddik, a C-termindlis két cisztein szdrmazékahoz kotdédé zsirsav (altalaban
palmitinsav) altal rogziil a plazmamembranhoz. Az izoformak kozott az N-terminalis
hosszdban van kiilonbség (a kaveolin-1-ben a leghosszabb), valamint a kaveolin-2
fehérjébdl hianyzik az itt talalhato allvanyzati egységnek (scaffolding domain) nevezett
kb. 20 aminosavbol 4ll6, aromas aminosavakban gazdag fehérjéket koté rész ™. Ez a
molekularészlet igen fontos, mivel ide kapcsoldodnak azok a molekulak, melyek révén a
kaveola részt vesz az endocitotikus (foxinok, baktériumok és virusok sejtbe valo
bejutasa) transz- ¢és intercellularis folyamatokban, a jelatvitelben, fehérjék
osztalyozasban (protein sorting), a koleszterinszint szabalyozasaban (koleszterin efflux),
lipidtranszportban, s6t, még olyan Un. klatrin-independes transzportfolyamatokban is,

mint a kalciumegyensuly fenntartasahoz nélkiilozhetetlen Ca®'- efflux ™’°.

A kaveolinok koziil a legtobb sejt kaveoldjaban eléforduld kaveolin-1-et ismerjiik
legjobban. Ez a fehérje valosziniileg lassitja, vagy gatolja az endocitézist a hozza
kapcsolodott fehérjék foszforildlasanak segitségével ™. Biokémiai vizsgalatok sora
mutatta ki a kaveolin allvanyzati részéhez kozvetleniil kapcsolodd Gs fehérje
alegységek, H-Ras fehérjék, hormonok, Src és JAK kindzok, kiilonféle receptorok (pl.
eNOS, EGF, GH, osztrogén- és inzulinreceptor), MAP kinazok és egyes protein kinaz C

izoformak jelenlétét’®™,

Szamos receptor és kinaz alapallapotban dusul fel a
kaveoldkban, és csak aktivalas utdn helyezddik 4t a membran mas szakaszara ill. keriil
be a sejtbe '®. Néhany esetben a kaveolin és a kaveoldban feldusuld receptor
expresszidja kozotti dsszefiiggésekre is fény deriilt ****. Altalaban azt mondhatjuk,
hogy a kaveolin a jelmolekuldk inhibitora ***, bar vannak olyan fehérjék is, amelyek
mitkodését a kaveoldk stimulaljdk, mint pl. az inzulin-receptor vagy a [2-adrenerg
receptor ***%. A kaveolin fehérjék hianya vagy mutacioja silyos betegségekhez vezethet,
épp ezért fontos szerep var rajuk, foképp a kardiovaszkularis és az izombetegségek

diagnosztikajaban %1%,
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A kardiovaszkuldris rendszer sejtei, az endotél- és simaizomsejtek, makrofagok,
szivizomsejtek és fibroblasztok kiilonosen gazdagok kaveoldban. Simaizomsejtek ilyen
membranbefliz6déseir6l mutattuk ki, hogy nagy ekto-ATPaz aktivitassal rendelkeznek
¢s kifejezik az NTPDaz1 enzimet. Mas preparatum, emberi méhlepény endotélsejtjeinek
kaveolairol pedig leirtuk, hogy nemcsak az NTPDaz1 enzim, de a P2Y1 purinoceptor is

megtalalhaté benniik *¢*

. Valo6sziniisithetd azonban, hogy maés purinoceptorok is
kotédnek ide, mint pl. a szerkezetében az NTPDazokra leginkdbb emlékeztetd P2X7

purinoceptor.

PURINOCEPTOROK
A ligandumként purin nukleotidokat megkdtd purinerg receptorok osztalyozasara is
Burnstock tett elészor javaslatot . A P1 csoportba tartozé receptorok adenozinra, mig
a P2-hoz tartozok ATP-re ill ADP-re szelektivek (bar receptortdl fiiggden, mas
ligandumokkal is aktivalhatok). A P2Y receptorok G-proteinhez kapcsoltak, mig a P2X
receptorokhoz tartozok ligandum-fiiggé ioncsatorndk. Egyre tobb purinoceptort
ismeriink, ezek élettani szerepérdl, gyogyaszati jelentdségérdl szamos kozlemény jelent

el 106-113
¢s jelenik meg

. A P2X7 receptorrdl ismert, hogy jelentés mennyiségben
szintetizalodik patolégias folyamatok soran ''*. A purinoceptorok és NTPDazok egymas
kozvetlen kozelségében vald elofordulasa az ugyanazon szubsztrat ill. ligandum iranti
versengésilk miatt logikusnak latszik, de, a mar emlitett NTPDaz1-P2Y1 receptor
kaveoldban valo eléforduldsa kivételével, ma még nem bizonyitott. Az a tény, hogy a
purinoceptorok nem egyforman érzékenyek az ATP-re vagy ADP-re, és az ugyanezen
molekuldkra szintén eltérd érzékenységet mutatdé NTPDazok szovetenként és az adott
szoveten beliil is differencialt eloszlast mutatnak, indokolttd teszi azt a feltételezést,
hogy a purinerg jelatvitel idobeli €s térbeli szabalyozasa a receptorok €s az NTPDazok
egyiittes munkdjanak eredménye. A vaszkulatirdban mindenesetre ezt a térbeli

szabalyozast épp az NTPDazl (ekto-ATPDaz) és NTPDaz 2 (elsésorban ekto-ATPdaz)

eltérd eloszlasa miatt mar felvetették 2122,
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CELKITUZES

Munkank soran szamos szervben-szovetben-sejtvonalon kerestiik a kapcsolatot az
NTPDazok, P2 receptorok, és a mindkett6t kotni tudd kaveolinok kozott, hogy tobbet
tudhassunk meg nemcsak ezekrdl a fehérjékrdl, de élettani-korélettani szerepiikrdl,

magarol a purinerg szabalyozasrol is.

Vizsgalatainkban a kovetkez0 kérdésekre kerestiink valaszt:

- kiilonb6z6 fajok azonos tipusu/eredetii szoveteiben/sejtjeiben azonos-e az

NTPDazok eloszlasa? Beszélhetiink-e fajspecifitdsrol?
- van-e kiemelt szerepiik az idegrendszerben?
- hogyan kertil az enzim a kaveolédkba, mi lehet ott a szerepe?
- létrejohet-e az NTPDaz molekulak és purinoceptorok kdzott kapesolat?

- a sejtek egymassal vald érintkezése befolyasolja-e az enzimaktivitast? Van-e

sejtkapcsolo szerepe az NTPDazoknak?

- patologias folyamatok (sugarzasok, gyulladaskeltd szer alkalmazasa, ischemias

folyamatok) hatnak-e az enzim/ek eloszlasara, aktivitdsara?

- lehet-e szerepe a az NTPDdzoknak a tumoros transzformaciok kialakuldsdban?
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ANYAGOK ES MODSZEREK

A kisérletekben hasznalt faj, szovetféleség vagy sejtkultira alkalmazasat el6z6 sajat, ill.

az irodalombo6l megismert munkak indokoltak (2. tablazat).

FAJ

SZERV/SZOVET

eger

agykéreg

medialis habenula
hasnyalmirigy
szubmandibuléris nyalmirigy

patkany

agykéreg

fels6 nyaki szimpatikus ganglion
aorta

hasnyalmirigy (€s hasnyal)

tengerimalac

hasnyalmirigy (€s hasnyal)

sertés

VESC

ember

hasnyalmirigy (miitétbdl szarmazd, 1. Sebészet, SOTE)

hasnyal (mtétbdl ill. Utana, 1. Sebészet, SOTE)

méhlepény (9-10 hetes, természetes abortuszbol, SOTE, I. N6i Klinika)
méhlepény (érett, sziilés utan, Harvard, Boston)

szivizom (bypass miitétb6l szarmazé, Er-és Szivsebészeti Klinika, SOTE)
szivizom (dtiiltetésre keriil6 szivb6l, Er-és Szivsebészeti Klinika, SOTE)

szivizom (szivbillentyii-miitét soran eltavolitott, Gottsegen Gyorgy
Nemzeti Szivsebészeti Intézet, Budapest)

2.

tablazat A Kisérletek soran felhasznalt szerv- ill. szovetféleségek.

Mind az allati, mind az emberi szoveteken végzett kisérletek elvégzéséhez a sziikséges

etikai engedéllyel rendelkeztiink.
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sejttenyészet eredet
COS-7 majom vese epitélsejt
PC12 patkany pheochromocytomase;jt
kapillaris patkany, agy sziirkedllomany
endotél

asztrocita patkany, el6agy ujsziilott allatbol

HUVEC ember, koldokvéna

adenohipofizis ember

3. tablazat A Kisérletek soran alkalmazott sejttenyészetfajtak

A COS-7 ¢és HUVEC tenyészeteken végzett munka egy részét kiilfoldi
laboratériumokkal vald egytittmiikodésben végeztiik, egyébként a tenyészetet is sajat
laboratoriumunkban allitottuk eld. Foként kiilfoldi laboratériumokban (Harvard, Boston,
Laval Univ, Quebeck) dolgoztam a CD39 génkiiitott egerek szOvetein és belga
laboratoriumokban (Rega Institute, Leuven, LUC, Diepenbeek) sajatithattam el a

molekularis bioldgiai mdodszereket.

SEJTTENYESZETEK KESZITESE

COS-7 sejttenyészet

A COS-sejteket 10 % fotalis borjliszérummal kiegészitett DMEM" tapfolyadékban
tenyésztettik, ami 2 mM L-glutamint 100 egység/ml penicillin G-t és 100 pg/ml
streptomycint is tartalmazott. Az inkubatorban a hdmérséklet 37°C volt, a nedves levego

5% CO,—ot tartalmazott.

* DMEM: Dulbecco modified Eagle °s medium



16

Asztrocita sejttenyészet

Az asztrocitakat ujsziilott patkanyok eldagyabol, Madarasz €s mtsai altal leirt modszer
szerint nyertiik és tisztitottuk ' (Kalmdr B. és Kornyei Zs. munkdja). A sejteket 4 mM
glutamin, 40 pg/ml gentamycin és az elsé két napon 0.5 pg/ml amphotericint is
tartalmazé6 MEM" tapfolyadékban tartottuk 15-22 napon 4t 37°C—os inkubatorban, ahol
a nedves levegd 5% COy—ot tartalmazott. A tapfolyadékot haromnaponként cseréltiik. A
felhasznalt sejtek 95-98 %-ban asztrocitak voltak, mint azt a kisérletekkor rutinszertien

elvégzett GFAP" -festés igazolta.

HUVEC™ sejttenyészet

A frissen eltavolitott emberi koldokvéna endotélsejteket dr. Simon Robson
laboratoriumaban (Harvard, BIDMC), az E. Kaczmarek altal alkalmazott modszer
szerint tenyésztettik °. A sejtek 20 % fotalis borjiszérummal dasitott, 50ug/ml
endotelidlis novekedési faktort ¢és 100 pg/ml heparint is tartalmaz6 M199
tapfolyadékban, 37 °C-on, nedves, 5% széndioxid tartalmi atmoszféraban névekedtek.
Hérom passzalas utan az elektronmikroszkdépos munkara valo eldkészitésként, a sejteket
nyolclyuku tenyésztdedénybe tettiik at. Fixalasuk a sejtek letapadasat kovetd napon

tortént.

Emberi adenohipofizis tenyészet

A post mortem eltavolitott adenohipofizisekbdl készitett tenyészeteket prof. Gyévai
Angéla és munkatarsai 4ltal kidolgozott eljaras alapjan készitettik ''°. A steril
kortiilmények kozott eltavolitott adenohipofizis azonnal 4°C-os M199 tapoldatba keriilt,
ebben szallitottak at a laboratériumba. Az adenohipofizisrél a koté-és zsirszovetet

eltavolitottuk, a szoveti blokkot feldaraboltuk, tobbszori, elséként 4°C-on, ¢jszakan at

* MEM: modified Eagle ’s medium
** GFAP: glial fibrillary acidic protein
** HUVEC: human umbilical vein endothelial cell culture
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tartd tripszines emésztés utdn az O0sszegyljtott sejteket nyolclyuku tenyésztdedénybe
iiltettiik ki 20 % fotalis borjuszérumot, 20 % 1.2 %-os D-gliikozt, 1.5 % 0.1M HEPES"
puffert tartalmaz6 M199 tapfolyadékkal. A tapfolyadékot kétnaponta cseréltik. Az
inkubatorban a hémérséklet 37°C volt, a nedves levegd 5 % CO,—ot tartalmazott. A

sejteket a kiiiltetés utani 7-8. napon fixaltuk.

Az egyes esetekben alkalmazott eljardasok részletes ismertetetése az idézett cikkekben

talalhato.

SZOVETI MINTAK KIVETELE, FIXALAS

Altalaban a hasi aortan keresztiil (5-10 °C-os fixalo oldat™, 30 perc) perfizios fixalast
alkalmaztunk, az allat CO,-dal torténd elkabitasa majd az allat fajtajanak és sulyanak

megfeleld mennyiségli Nembutal vagy kloralhidratos altat6 alkalmazasa utan.

Immerzids fixalasra keriilt sor, ha a perfuzios fixalast a szovet fajtaja ill. més célra is
torténo felhasznalasa miatt alkalmazni nem lehetett (pl. miitétbol szarmazo emberi
hasnyalmirigyszévet, emberi szivizomszovet, sertés vese, sejttenyészetek).

A fixalando6 szovetet a lehetéség szerint kis blokkokra vagtuk (2-3 mm” - lem® kozott), a
fixald oldatot féloranként cseréltiik. Fixalasi id6 a blokk méretétdl fiiggden 1-3 ora volt.
Amennyiben az enzim ill. immunreakciokat fagyasztott metszeten végeztiik, a blokk

fagyasztasa el6tt szachardzos krioprotekciot alkalmaztunk.

Sejttenyészeteket 30 percig fixaltunk szobahdmérsékleten.

* HEPES: N-2-Hydroxyehtylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid
** 4ltalanosan hasznalt fixalo oldat: 3-4 % paraformaldehid, 0.5-1 % glutdraldehid, 2 mM CaCl, foszfat
vagy kakodilat pufferben, pH 7.5
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AZ EKTO-ATPAZ/ATPDAZ AKTIVITAS HISZTOKEMIAI KIMUTATASA

Sajat fejlesztésii 6lmos 1ill. cériumos fémkicsapadsos mddszert alkalmaztunk, amit az

irodalomban talalhaté régebbi eljarasok alapjan dolgoztunk ki '”.

A fixalt, 50 um-nél nem vastagabb szovetszeletet ill. sejtkulturat egy ATP/ADP-t, mint
enzimszubsztratot, az enzimaktivitashoz sziikséges kétértékii kationt ( 5 mM Mn*'-t), az
ismert ATP-t hidrolizal6 enzimek elleni gatloszereket (I mM levamisol a nem specifikus
foszfatazok, 1 mM ouabain a Na',K'-ATPaz, 50 pM o,B-metilén-ADP az 5’-
nukleotidaz ellen) ¢s fénymikroszképos vizsgalat esetén 2 mM Olomnitratot,
elektronmikroszkopos célra 3 mM cériumkloridot tartalmazé Tris-maleat pufferben, 37
°C-on, (pH 7.4), a vizsgalt minta vastagsagatol fliggd ideig (15-45 perc) inkubaltuk. Az
ATP-bdl ill. ADP-bdl az aktiv enzim hatasara foszfatcsoport szabadul fel, ami az 6lom-
vagy cérium ionnal a reakcid helyén oldhatatlan, mikroszkop alatt jol lathato csapadékot
képez.

Fénymikroszkopos célokra - a szintén dltalunk modositott- Slomsos eljarast
hasznaltuk. Az inkubalé oldat 2 mM Pb(NO;),-t tartalmazott cériumsé helyett. A
képzodott vilagos szinli Olomfoszfat csapadékot ammoniumszulfid oldattal, mikroszkop
alatt figyelve a reakcio elérehaladasat, sotétbarna oOlomszulfidda alakitottuk (1d.
asztrocitak: ''®). A képz6dott csapadék kristalyszemceséi a cériumfoszfaténal nagyobbak,

de a reakcié gondos kivitelezése mellett hattérfestddés itt sem jelenik meg.

Enzimhisztokémiai reakcio ,,in situ’az ekto-ATPDaz aktivitds kimutatasara

Az allat Nembutalos altatdsa és az erek fiziologids sooldattal rovid ideig (<5 perc)
torténd kimosasa utan az altalaban alkalmazott 30 perces fixalas helyett 15 perces, csak
paraformaldehidet tartalmaz6 fixalo oldattal perfundaltunk, majd ezt kdvetden a fixalot 5
perces pufferes mosassal eltavolitottuk. Az ekto-ATPaz aktivitas kimutatasara hasznalt
inkubélooldatot kis sebességgel, 20 percen keresztiil aramoltattuk. Pufferes mosas utan a
kivant szovetet kimetszettiik és utofixaltuk, majd a fixalé kimosasa és a szoveti blokk

metszése utan a szokasos beagyazasi eljarasnak vetettiik ala.
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Az 1igy kapott reakcid6 mutatta leghivebben az aortdkat boritd endotélsejtek

enzimaktivitasat és Orizte meg az aortak szerkezeti épségét is.

AZ EKTO-ATPAZ AKTIVITAS MEGHATAROZASANAK MODSZEREI
A klasszikus mérés szoveti homogenidtumban tortént. Ez vagy teljes szoveti
homogenizatumot vagy membranfrakciot jelentett. A homogenizalashoz oldatként
szolgalo TBS™ puffer PMSF -et és aprotinint™ tartalmazott, hogy a fehérjéket a
degradalodastol megvédjik. A homogenizalast szonikator tobbszori, de igen rovid ideig
tartd (1-1 sec) alkalmazasa segitette eld, a preparatumot mindvégig 4°C-on tartottuk. A
homogenizatumokbol késziilt membranfrakciokat kiilonbozd ideig tartd és sebességgel
torténd centrifugalasok utan kaptuk. A fehérjetartalmat Bradford eljarasa szerint

119

hataroztuk meg Az enzimaktivitasokat kolorimetrids modszerrel a frakciok

eléallitisanak napjan mértiik meg LeBel '*° vagy Baykov eljarasa szerint '*'.

LeBel eljaras szerinti ATPDaz aktivitasmeérés

Sejtkultirak, fagyasztott metszetek esetében alkalmaztuk.

A reakcidelegy kiilonbozé ATPazok elleni gatloszereket (I mM ouabain a Na' K -
ATPaz, 0.1 mg/ml concnavalinA a CD73/5 -nukleotidaz, 1 mM N-etiléndiamin a
plazmamembran H -ATPdz, 5 pg/ml oligomicin a mitokondridlis ATPaz, 1 mM Na-
vanadat a Ca'"-ATPdz ellen), 100 mM NaCl-t, 5 mM KCl-ot és 2 mM ATP-t
tartalmazott 30 mM-os Tris-HCL pufferben (pH 7.5). A reakciot 30 perc utan egy
CuSOg4-et, SDS™-t, Na-acetatot, heptamolibdatot, Ecol-4-metilaminoszulfatot és
Na,S0Os-ot tartalmazd oldattal (pH 4.0) allitottuk le. Tizenot perc elteltével

spektrofotméterrel 600 nm hullamhossznal mértiik a keletkezett szervetlen foszfatot.

" TBS: tris buffered saline

™ PMSF: phenyl-metil-sulphonyl cloride, a proteinazK inaktivatora
*** aprotinin: altalanos prote4z inhibitor

*** SDS: sodium-dodecyl sulphate
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Baykov eljardsa szerinti ATPDaz aktivitasmérés

A mérést 37°C-on, CaCl,-t, imidazolt és az alkalikus foszfatdzok gatloszereként
alkalmazott teramisolt tartalmazo Tris-HCI pufferben (pH7.5) végeztiik, szubsztratként
ATP-t vagy ADP-t hasznaltunk, a reakcidét az er0sen savas kdzegben malachitzold-
hidrokloridot és ammoénium-molibdenatot tartalmazo malachitzold reagenssel allitottuk
le. A szovethomogenizdtumhoz adott ATP ill. ADP az jelenlevd aktiv ektoenzim
hatasara hidrolizal, a felszabadulé foszfatbol foszfomolibdenat képzodik, ami a
malachitfestékkel szines végterméket ad. A spektrofotometralas eredményebdl

szamithat6 az enzimaktivitds (mU=nM szervetlen fosztat/mgfehérje/perc).

Az ATPéz-aktivitdas mérését nemcsak biokémiai szoveti homogendtumban vagy
¢l6 sejteken, de azonos mennyiségli, igy Osszehasonlithatdo fixalt fagyasztott
metszeteken, ill. fixalt sejteken (96 huku tenyésztéedényt hasznaltunk erre a célra) is

elvégeztik. (Ilyen méréseket masok eléttiink nem végeztek.) Ebben az esetben

kontrollként az azonos mennyiségii fixalatlan sejten ill. fagyasztott metszeten kapott
értek szolgalt. A fixalatlan sejtek, metszetek esetében az aktivitasra kapott érték
természetesen magasabb volt, mint a fixalds utdn mért, de ez az alacsonyabb aktivitasi
érték is bizonyitotta, hogy a fixalas nem inaktivalta az ektoenzimet és a reakcio

végtermékeként keletkez6 csapadék valoban az aktiv ekto-ATPaz enzimbd szdrmazik
118

Biolumineszcensz meérés az ATPaz aktivitds és az enzim aktivitasi  allandoinak

meghatdarozdsara

Hasnyalmintdk esetében alkalmaztuk.

A hasnyalhoz ATP-t adtunk és az ATP- koncentraci6 valtozasat mértiik az oldatban '*2.
A kinetikai 4llandd kiszamitdsdhoz harom kiilonb6z6 kiindulasi ATP koncentraciot
hasznéltunk (107°, 1077, 10~® M). A Michaelis alland6t a Lineweaver-Burk gérbe alapjan
szamitottuk. A hasnyalban talalhato ektoATPaz aktivitas kiszamitdsahoz 6sszehasonlito
méréseket végeztiink egy ismert ekto-ATPaz, az apiraz kiilonb6zé koncentracidinak

jelenlétében. Az apirdz esetében kapott viax €rtékeket linearis regresszid modszerrel
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analizaltuk, a hasnyalban 1évd enzimaktivitast az apirdzzal kapott gorbék alapjan

szamoltuk ki.

crer

nagynyomasu folyadékkromatografias modszerrel (HPLC)

Mitétb6l szarmazo emberi szivizom ATPaz aktivitasanak mérésére hasznaltuk. Az
oxigénnel dusitott Krebs-oldatban 1évé, meghatarozott mennyiségi (10-15 mg)
szivizommintakhoz ATP-t adtunk és az ATP-koncentracid valtozasat mértik az

22

oldatban ', A HPLC technika segitségével nemcsak a kinetikai allandok mérése volt

lehetséges, de a bomlastermékek koncentraciovaltozasanak kovetése is.

KALCIUM ELEKTRONMIKROSZKOPOS KIMUTATASA
A Ca elektronmikroszkopos kimutatdsdnak egyik bevalt, régi moddszere, hogy a
szOvetben talalhatd  kalciumbol oldhatatlan, elektrondenz  csapadékot, Ca-
piroantimondtot, majd masodik Iépésben Ca-oxalatot alakitanak ki. Az altalunk
bevezetett modositott eljaras soran a Ca-piroantimondt mikrokristdlyai mar a lassu
perfundélas sordn, in situ kialakulnak. A kristalyok méretét az immerzios oldatban
torténd fixalds tovabb ndveli, és nincs sziikség az oxalattda valé atalakitdsra '>.
Modszeriink a szokasos piroantimonatos-oxalatos technikaval kapott csapadéknal
finomabb szemcséket eredményez, gyakorlatilag hattér nélkiil. A kapott eloszlas
megegyezik a bonyolultabb, dragabb, id6-és technikaigényesebb mérések eredményeivel

124 Modszeriink elénye még, hogy agyszdvetre is alkalmazhatd, amelynél az altalanosan

alkalmazott ESI"- technikaval végzett kalciummérés igen nehezen kivitelezhetd.

* ESI: electron spectroscopic imaging
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IMMUNHISZTOKEMIA

Az NTPDazl és NTPDaz2 kimutatasa

Az NTPDazl és NTPD4z2 kimutatasara egér ill. patkdnyszdveten az elleniik termelt
»hazi” antitesteket (készitette Raf Lemmens, Belgium, Diepenbeek, ill. A. Beaudoin
laboratoriuma, Quebec, Kanada, Jean Sevigny-Simon Robson egyiittmiikodésében
Harvard, Boston) emberi szoveten ill. emberi eredetli sejtvonalon a kiilonb6z6 cégektol
vasarolt, de ugyanabbol a torzsbol (BU61) szarmazo antitestet teszteltem és hasznaltam.
A klassszikus ABC (avidin-biotin komplex) moddszert, kromogénként a barna
szinreakciot adé diamino-benzidint (DAB) ill. a Vector Laboratories altal eléallitott VIP
(bordo) és SG (kék) festékeket, vagy a piros szint eredményezd alkalikus foszfataz-
FAST RED reakcidkat alkalmaztam a gyart6 eldirata szerint.

Immunreakcio sejttipusok azonositasdara féeny-és elektronmikroszkopos szinten

Human hasnyalmirigy fagyasztott metszetein a kiilonbozd sejttipusok immunfestéssel
torténd azonositasakor Fast Red kromogént hasznaltam. Human hipofizistenyészet
sejtjeinek elektronmikroszkopos szinten torténd azonositasara a - tobb esetben kettds —

immunreakciot ultravékony metszeteken végeztem és aranyjelolést hasznaltam.

Enzim-¢és immunfestés egyiittes alkalmazéasakor, akar fény-, akar elektronmikroszkopos
szinten tortént a vizsgalat, az enzimhisztokémiai reakci®6 mindig megeldzte az

immunreakciokat.

Immunreakcio ultrakriosztatos metszeteken

Az ultrakriosztatos metszetek vastagsaga fénymikroszkdpos célokra végzett festések

esetében 300 nm volt, elektronmikroszkop hasznalatakor 70-100 nm. A metszetek

125

készitésekor és a festések esetében is a Tokuyasu modszer modositott valtozatat

alkalmaztam.
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Western blot analizis

A sejteket vagy szoveteket 4°C—on, proteinazgatlokat tartalmazod lizispufferben
homogenizaltuk ill. membranpreparatumot készitettiink. A felvitt 10-20 pg mennyiségi
fehérjék  elvélasztasa  7.5-10  %-os  Na-dodecilszulfat-poliakrilamid ~ gélen,
elektroforézissel® tortént Laemmli el8irata szerint '2°. Az elvalasztott fehérjéket az tn.
nedves elektroblottolassal PVDF™ membranra vittiik at, majd a nem specifikus
kotohelyek blokkolasa utdn a kivant antitesttel inkubaltuk. A fehérjesavok lathatova
tétele tormaperoxidazzal kapcsolt masodik antitesttel végzett inkubélas utan ECL™

reagenssel tortént a gyartd eldirasa alapjan. A membrant ezutan Kodak filmre

exponaltuk.

KAVEOLA PREPARATUM KESZITESE

A kiilonféle tenyésztett sejtekbdl eldallitott kaveolakat és Triton X-100-ban nem oldodo
sejtmembran  részecskéket tartalmazd preparatumot a prof M. Liscovitch
laboratoriumaban (Weizmann Intézet, Rehovot) beallitott modszer szerint készitettiik.

A tenyésztdedényben 1évé kb. 5X10° sejtet jéghideg PBS-sel kétszer mostuk, majd a
PBS alapos leszivasa utdn az aljzatrdl felszedtiik. Jégen, 1 ml lizis pufferben
homogenizaltuk és 1 ml 80 %-os cukoroldatot adtunk hozzd. Az igy nyert, 40 % cukrot
tartalmazo lizdtumot cukorgradiensre rétegeztiik. A cukorgradiens 4-4 ml 30 és 5 %-os
cukoroldatbol allt. 39000 rpm-mel 16-20 orat centrifugaltuk, majd 900 pl-es frakciokat
gytjtottiink. Ezeket a frakciokat hasznéltuk fel a Western blot analizisre '*.

COS -7 SEJITEK TRANSZFEKTALASA
A lipofektaminos modszert alkalmaztuk. A DMEM™" tenyésztéfolyadékban novesztett

sejtekhez 2 png plazmid DNS-t adtunk, amit elézdleg 45 percig 6 pl lipofektamin

* SDS-PAGE: sodium-dodecylsulfate-poliacrylamide-gel electrophoresys

** PVDF: polyvinylidene difluoride

** ECL: Renaissance Enhanced Chemiluminescence (NEN, Life Science Products)
*** DMEM : Dulbecco’s modified Eagle medium
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reagenssel eldinkubaltunk. Az inkubalas 37°C-on, 5 Oran keresztiil tartott. A
transzfektalast fotalis borjiszérum hozzzdadasaval allitottuk le. 24 o6ra mulva a
tapfolyadékot lecseréltiik. 72 ora elteltével elvégeztik a méréseket, vagy a sejteket
feltripszineztiik és Ujra kiiiltettiikk. Az ujabb kitiltetéskor a tapfolyadékhoz 400 pg/ml
geneticint (G418) is adtunk. Az ilyen koriilmények kozt tenyésztett sejtek heteken at

expresszaltak a kivant fehérjét €s voltak alkalmasak tovabbi kisérletekre.

ARANYKOLLOID KESZITESE ES FELVETELE ASZTROCITASEJTEKKEL
Az aranyhidrokloridbol (HAuCls) natriumcitratos modszerrel készitett aranykolloid
oldat kb. 15 nm atmérdjii aranyszemcséket tartalmazott. A tobbszordsen centrifugalt és
kétszer desztillalt vizben mosott aranyszemcséket a harmadik centrifugalas (15 000 rpm,
10 perc) utan desztilldlt vizben ujraszuszpendaltuk és felhasznalas elétt 0.2 um-es
szlirén sterilre szirtiik. A 600 pl tenyésztofolyadékban tartott sejtekhez a 24 6ras LPS
kezelés 20. 6rajaban adtuk a 60 pl aranykolloid oldatot. Kétféle kontrollt is hasznaltunk.
Egyik esetben a négyoras inkubalas LPS eldkezelés nélkiil tortént, a masik kontroll
esetében az aranykolloid oldatot LPS-kezelt sejtekhez adtuk, de a kovetkezd négy

oraban a sejteket 4°C-on tartottuk.

MIKROHULLAMU, ILL. GSM RF" EGESZTEST BESUGARZAS

A kalciumeloszlas ill. a kalciumfliggd ATPéazok élettani dozisu besugarzasokra vald
érzékenységének vizsgalatahoz egereket sugaroztunk be ellendrzott koriilmények kozott

az OSSKI-ban, az ott kidolgozott eljaras szerint tortént '*

. A kiilonb6z6 idejii
besugarzasok utan az egereket Nembutallal elaltattam, majd a Ca-piroantimonatos ill. az

enzimhisztokémiai eljarasnak megfeleld modon perfundéaltam.

* GSM RF: global system for mobile telecommunications radio frequency
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Az altalunk mdédositott/fejlesztett eljarasok:

- az aktiv ekto-ATPaz/ATPDdz  enzim  kimutatasa olomsos modszerrel
fénymikroszkopos célra 1171

- az aktiv ekto-ATPaz/ATPDadz enzim kimutatdsdra elektronmikroszkopos szinten

is alkalmas, az irodalomban addig leirt modszereknél kisebb hatterrel és

’ ’ ’ roo. ’ . . R . 117
megbizhatobban dolgozo cériumlecsapdsos enzimhisztokémiai technika

- enzimhisztokémia in situ endotélsejtek ekto-ATPdz aktivitdsanak kimutatdsdra *°
- az agyban lévo kalcium elektronmikroszkopos szinten torténd kimutatasara

o 123
alkalmas eljaras
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AZ EREDMENYEK ES MEGBESZELESUK

EKTO-ATPAZOKTOL AZ NTPDAZOKIG

Az a felismerés, hogy az ATP nemcsak energiahordoz6, de neuromodulétor és gyors

8 129,130

neurotranszmitter is a kornyéki '*® és a kozponti idegrendszerben , azonnal
felvetette annak sziikségességét, hogy azonositsdk azokat az enzimeket, melyek a
neurotranszmitter ATP bontasat végzik, ¢és feltehetdleg a szinapszisok kozelében
talalhatok. Az extracellularis ATP-hidrolizisét HPLC technikéval végzett mérések mar
bizonyitottak '**"*'. Els6 ilyen jellegli munkankban a medialis habenuldban, azon
agyteriileten irtuk le az ekto-ATP4az eléforduldsat, ahol a kdzponti idegrendszeren beliil
elészor mutattak ki ATP-indukalta szinaptikus 4ramokat'”. Az alkalmazott
enzimhisztokémiai reakcidé eredményeként kapott egyenldtlen csapadékeloszlas azonnal
felhivta a figyelmet arra, hogy az idegsejteknek nem egyforma mértékben lehet sziiksége
ATP-t hidrolizal6 enzimre. Tobb esetben szomszédos idegsejtek membranjan is
latvanyosan kiilonbozott az aktiv enzimet jelzé csapadékmennyiség '**'*2. A habenulan
kapott egyenldtlen eloszlast azzal magyaraztuk, hogy a szinapszisokban is jelenlevd
ekto-ATP4z enzimre elsésorban a purinerg idegsejteknek van sziiksége, ahol az ATP
ingerlés hatasara mas neurotranszmitterekkel egyiitt kikeriil a vezikulakbol. fgy az
enzim hozzajarul a P2 reaktivaciojahoz. Ezt az elgondolast alatamasztotta az Auerbach
plexus vizsgalatanak eredménye is, ahol az enzim szintén jelen volt a kolinerg

131 " Amikor azonban az ekto-ATP4z eloszlasi mintazatat

idegvégzddések membranjan
patkany fels6 nyaki szimpatikus ganglionban tanulmanyoztuk, az eddigiektdl eltérd
eredményt kaptunk'*®. Talaltunk ugyan az idegvégzédések membranjan az enzimreakcid
eredményeképpen keletkezett, aktiv enzim jelenlétére utalé cériumcsapadékot, de ez a
csapadékmennyiség Osszevethetd volt azzal, amennyit az idegvégzddés kornyekén 1évo
Schwann-sejtek és szatellitasejtek membranja, valamint a sejtek kozti tér tartalmazott (6.

abra).
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6. abra Patkany fels6 nyaki szimpatikus ganglionjaban a cériumfoszfat csapadékkal

jelzett aktiv ekto-ATPaz enzim eloszlasa. A: Az idegvégz6dés (t), a Schwann-—sejt
nyulvanyokkal (S) boritott idegsejtnyulvanyok membranja egyarant csapadékkal
fedett. A szomszédos szatellitasejt (sc) membranjin ugyancsak ekto-ATPaz
jelenlétére utalé csapadék lathatd. B: Egy idegvégzodés (t) és néhany
dendritnyulvany (d) membranja az aktiv enzim jelenlétét mutatja. C: A
szatellitasejtek (sc) membranjan aktiv enzim taldlhato, de enzimaktivitasra utalo
csapadék lathaté az egyik sejt citoplazmajaban is ',

skala: 200 nm
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A képekkel dokumentalt ekto-ATP4az eloszlas szerint az extracellularis ATP bontasdban
nemcsak az idegsejteken, Schwann-sejteken és szatellitasejteken, de a sejtek kozotti
térben eléforduld oldékony ekto-ATPaz moddosulat is részt vesz. Ebbdl a jelenségbdl
arra kovetkeztettiink, hogy itt a feleslegben levd ATP gyors bontdsa, amit HPLC-s
méréssel is bizonyitottunk, nem elsdsorban az idegsejtek, de az dket koriilvevo gliasejtek
feladata lehet. Magukban a termindlisokban az enzim alacsonyabb expresszidja vagy
kisebb aktivitdsa miatt, elhizédhat az ingerlés hatdsa a habenula purinerg idegein vagy
az Auerbach-plexusban levovel 0sszevetve.

Egy masik, idegelemeket tartalmazd szoveten, patkany neurohipofizisében az ekto-
ATPaz aktivitdsat a masok altal nem alkalmazott perfizios modszerrel vizsgaltuk.

Elméletileg ezzel a modszerrel a valdosaghoz legkozelebbi eloszlast kaphatjuk (7. abra).

7. abra Patkany neurohipofizisének ekto-ATPaz eloszlasa. Nagy mennyiségben
jelenlevé aktiv enzimre utal az idegvégzodések membranjan (t), és az
extracellularis térben (nyil) jelenlevé csapadék. Az idegvégzédéseket koriilolelo
lamina externa és és kollagénrostok membranja szintén enzimaktivitast mutat, de a
nagy, vilagos vezikulikkal teli hormontermel6 sejtek (h) nydlvanyainak

membranjan alig talalhato csapadék °. skala:1pm
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Tankonyvi adat mar, hogy a neurohipofizis idegvégzddéseinek neuroszekrécids
granulumai oxitocin és vazopresszin mellett ATP-t is tartalmaznak, és P2X és P2Y
receptorokat is kimutattak az idegsejtek membranjan **'**. Ezekkel az eredményekkel
Osszhangban van az ekto-ATPaz jelenlétére utald boséges csapadék a sejtek membranjan
¢s idegsejttermindlisok ¢€s a kollagénrostok kozotti szolubilis forma jelenléte is.
Konnyen belathato, hogy az ekto-ATPaz az ATP hidrolizisével a purinoceptorok re-
aktivacigjat segitheti, s6t, a receptorokra gyakorolt hatison kiviil attételesen a
hormonkivélasztasra is hat, mivel a P2 receptorok szabalyozé funkcidt toltenek be az

134,135

idegsejtek kivalasztd tevékenységében Az ekto-ATPazoknak azonban nincs

feltétlen kapcsolata a hormonkivalasztas szabalyozasaval, mint azt emberi

adenohipofizisszoveten végzett kisérleteink bizonyitjak (8. dbra) *°.

8. dbra Emberi adenohipofizis tenyészet, a tenyésztési sikra meroéleges metszet. A nagy,

szabad sejtfelszineken nincs enzimaktivitasra utalé csapadék'*®

(Nyillal jelolve az ekto-ATPaz reakcid. Pc: parenchyma sejt, Fb: fibroblaszt, nyilhegy: follikulus
stimulalé hormont termeld sejt nytilvanya, M: tapfolyadék feldli oldal, S: milanyag

aljzat,skala:1pum)
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Az enzimhisztokémiai reakcid eredménye az enzim tobbek altal feltételezett, de
egyértelmilen nem bizonyitott sejtkapcsolé funkciojat *'** latszott megerSsiteni ',
hiszen mig az egymadssal szorosan érintkezd sejtek esetében altaldban talaltunk
csapadékot, a sejtek nagyobb tavolsdga esetén, vagy az aljzaton fekvd sejtek
enyésztéedény feldli oldalan nem. Feltételezhetd tehat, hogy az emésztés hatasara
sejtekre szétesett szovetbdl képzddo tenyészetben a szervezddés kialakuldsa sordn fontos
szerepe van az itt kifejez6dé ekto-ATPaz enzimnek. Az adenohipofizis kiillonb5zo
hormonokat (névekedési-tireoidea stimulalo, adrenokortikotrop, follikulus stimulalo,
luteinizalo hormon, prolaktin és gamma melanocita stimulalo hormon) termeld sejtjei
koziil immunarany moédszerrel a ndvekedési €s a prolaktin hormonokat termeld sejteket
tudtuk azonositani, a follikulus stimulalo sejtek azonositdsa morfolégiai szempontok
szerint tortént. A soknyulvanyu, sejtek kozé ékelddd follikulus stimuldld sejtek
membranja mindig fedve volt csapadékkal, de mas hormontermeld sejtek esetében, ha

azonos sejtek voltak egymas mellett, a csapadék mennyisége jol lathatoan kevesebb volt,

vagy nem is jelent meg (9. dbra).

9. dbra Emberi adenohipfizisb6l késziilt
tenyészet. A két, immunaranyfestéssel
azonositott novekedési hormont termel6
sejt (G) szomszédos membranja jeloletlen,
mig a mindkettével szomszédos,
azonositatlan sejt oldalan levé

membranjuk ekto-ATPaz aktivitasra utalo
136

csapadékkal fedett ° skala:1um
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A novekedési hormont termeld sejteknél két, morfoldgiailag jol megkiilonboztethetd
altipust talaltunk. Nemcsak a sejtek alakja - oszlopalaku ill. sokszog alaku sejtek — de
hormontéarolé vezikuldiknak alakja-mérete is mas volt. Ha ilyen sejtek keriiltek a
tenyészetben egymas mell¢, bar azonos hormont termeltek, szomszédos membranjukon

mindig jelen volt az aktiv enzimre utal6 csapadék (10. abra).

10. abra Emberi adenohipfizisbol késziilt tenyészet. Két kiilonb6z6é morfologiaju
immunaranyfestéssel azonositott novekedési hormont termelé sejt (G). Szomszédos

membranjuk ekto-ATPAz aktivitast jelzé csapadékkal fedett "*° skala:1pm
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Eredményeink arra utalnak, hogy ebben a szovetben az ekto-ATPéaz enzim aktivitasa
nem az egyedi sejtek elsddleges sajatsdga, hanem két vagy tobb sejt egymasra hatasanak
kovetkezménye. Ezt a feltételezést aldtdmasztja, hogy hipofizis szdveti blokkon, azaz
nem tenyészetben, hasonld eloszlasi mintdzatot kaptunk. A hipofizisszovetben talalhato
ekto-ATPéaz enzim sejtkapcsold funkcidja eldsegitheti a szervre jellemzd szervezddés

kialakulasat.

Az enzimnek vagy aktiv formajanak megjelenése tehat a szomszédos sejt ill. az onnan
kapott valamilyen ,jel” fliiggvénye lehet. Amennyiben ilyen szignal nem érkezik, aktiv
enzim nem fejezddik ki, ezért nincs csapadék a sejtek tenyésztéedény feldli oldalan,
ahogy ezt patkany asztrocita tenyészeten is tapasztaltuk .

Es erre utalhatnak PC 12 sejteken végzett kisérleteink eredményei is. Egy ekto-ATPéz
elleni gatloszer, az FPL67156 “4>!% kiprobalasakor észleltiik, hogy a gatloszer hatésara
a szabad sejtfelszineken erdteljesen lecsokkent vagy el is tlint az enzimhisztokémiai
reakcidt jelzd csapadék mennyisége, de ahol a sejtek szorosan érintkeztek, tovabbra is
jelentds enzimaktivitasra utalé csapadékot talaltunk *°. Feltételezhetd, hogy a sejtek

egymashoz val6 kozelsége segitette az ekto-ATPaz aktivitdsanak megdérzodését az enzim

gatloszerének jelenlétében is (/1. dbra).

11. abra PC12 sejttenyészet. a: Cériumfoszfat csapadék jelzi az ekto-ATPaz

aktivitast a sejtek felszinén. b: Enzimaktivitas FPL67156 alkalmazisa mellett 4
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A sejtre, szovetre azonban nemcsak a szomszédos sejtek hatnak, hanem kiilsé tényezok
is, mint pl. a mindnyajunkat nemcsak koriilvevd, de 4t is jaré sugarzasok. Erdemesnek
tlint megvizsgalni, nem okozhatnak-e valtozast ennek az igen elterjedt, sok formaban
megtaldlhatd enzimnek az aktivitdsdban vagy kifejezddésében olyan, ma mar szinte

mindenki altal hasznalt sugarforrasok, mint a mikrosiitok vagy radidtelefonok.

Egereket sugaroztunk be kontrollalt koriilmények kozott, elhanyagolhaté mértékii
hoéhatédssal rendelkezé mikrohulldmmal ill. GSM radidhullammal. Olyan frekvencia- €s
energia tartomdnyt alkalmaztunk, ami jelen ismereteink szerint az egészségre nem karos.
Megvizsgaltuk az ekto-ATPaz enzim eloszlasat és a Ca-eloszlast is, az altalunk
modositott piroantimonatos modszert alkalmazva. A kalciumeloszlas vizsgalata azért
tlint fontosnak, mert az ekto-ATPazok mikodéséhez sziikség van kalciumra vagy
magnéziumra, ¢és az ezek megoszlasaban el6forduld valtozasok szintén befolyasolhatjak
az enzimaktivitast.

A vizsgéalatokat medidlis habenulan végeztiik, ahol mar ismertiik az ekto-ATPaz
eloszlasat "2, A mikrohullamu besugarzas ugyan nem véltoztatta meg az ekto-ATPaz

eloszlasi mintdzatat, de az aktiv enzimre utal6 csapadék mennyisége megnétt (12. dabra).

4 3 .6 o , s 2 'I A% ' & e : :'; s W “d ﬁ;:‘} \.. -
12. abra Egér medialis habenulaszovet. Ekto-ATPaz aktivitast jelzo csapadék a

kontroll allatban (A) és 1 6ra mikrohullammal tértént besugarzas utan (B) '2. (a:

axon, d: dendrit, *: terminalis, nyilhegy: aktiv enzimet jelz6 csapadék; skala: 0.5 um)
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A metszeteket Osszehasonlitva lathatd, hogy bar a csapadék eloszlasa a két esetben
hasonl6 - legtobb a dendritek és idegvégzodések membranjan lelheto fel, a myelinnel
burkolt axonok membranjan nem talalhato - mennyisége az 1 6ras besugarzast kovetden
megnott. Huszonnégy oOraval a besugarzas utan tovabbi valtozasra figyeltiink fel. A
fokozott ekto-ATPaz aktivitas mellett endo-ATPaz, elhelyezkedése €és quercetinre, egy
Ca-pumpa blokkolora vald érzékenysége alapjan Ca-pumpa ATPaz aktivitast is ki

tudtunk mutatni némely idegi terminalison (13. abra).

-.':' ‘ ;9’;-?’\:’.::‘. A J'

13. abra Ekto-és endo-ATPaz aktivitas egér medialis habenulaszoveten 24 éraval
kisenergiaju mikrohullimmal tortént besugarzas utan. nyil: Ca-pumpa —aktivitast
jelzo csapadék idegvégzodés membranjan, ekto-ATPaz aktivitast jelzo (nyilhegy) a

123

dendrittel szomszédos oldalon. Szinapszis nem azonosithaté . skala: 0.5 um
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Ez a valtozas mindenképp a besugarzas hatasadnak tulajdonithatd, ui. szdmos kisérletiink
soran soha nem taldlkoztunk ilyen jelenséggel; az aktivitast jelz0 csapadék mindig a

sejtek kozotti tér felé helyezkedett el. Megfigyeltiik, hogy a Ca-pumpa ATP4z aktivitasa

fixalas hatasara nem egyszertien csokken, mint az az ekto-ATPazok esetében torténik, de
azt fixalotol fliggden teljesen el is veszitheti. Igen valdszinli, hogy ennek a pumpa-
ATPéaz aktivitdsnak a jelenléte Osszefliggésben van a kalciumeloszlasban tortént

valtozassal (14. abra).
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14. abra Egér medialis habenula. A: Ca-piroantimonat szemcsék az idegvégzodések
vezikulaiban (v, nyil). A szinapszisokban nincs csapadék. (kontroll allat) B:
Mikrohullimmal tortént besugarzas utan a szinapszisban (nyilhegy) és a sejtek
kozotti térben (nyil) is Ca-piroantimonat szemcsék talalhatok.

A mitokondriumokban (m) talalhaté Ca-piroantimonat szemcsék szima nem

mutatott jelentds kiilonbséget >, skala: 0.25 pm

A kalciumot ESI” technik4val azonositottuk (15. dbra).
" -

" 9 ': #'i’

& (L]

§ : .
A. — B

15. abra A transzmisszids elektronmikroszkopos képen lathat6 szinapszis

elhelyezkedése (A) megfelel az ESI technikaval készitett, Ca-jelet mutaté képnek '*
skala: 0.5 um

A sugarzés fokozta a vezikuldkbol az ingeriiletatvivé anyagok kiaramlésat, koztik az
ATP kikeriilését, €s kalciumkiaramlast is eldidézett. Ez magyarazatot adhat arra, miért
kellett megnovekedjen az ekto-ATPaz mennyisége és/vagy az enzim aktivitasa.
Feltételezzlik, hogy a kalciumpumpa ,talélését” is a megvaltozott kalciumeloszlas

okozta.

* ESI: electron spectroscopic imaging
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A mikrohullamt sugérzas tehat kis energia esetén is okoz, legalabb 24 6rén at tartd
valtozast idegszovetben, ha ez a valtozds valdszinlileg nem kérositja is a szovetet
egyszeri kezelés esetében. A mar szinte mindenki altal hasznalt hasznalt radiotelefonok
esetében azonban nem beszélhetiink egyszeri-néhanyszori alkalmazasrdl és a sugarzas
id6tartama is rendszeresen tobb lehet, mint napi egy éra. Epp ezért megnyugtatd, hogy
Ca-mozgasra utald jelet a sugarzds hatdsanak leginkabb veszélyeztetett teriileten, a
hallokéregben sem taldltunk GSM radidhullammal végzett besugarzas hatasara, nem

valtozott az ekto-ATPaz aktivitas eloszlasa és mas ATP4z megjelenését sem tapasztaltuk
(16. dbra) '**.

16. abra Kalciumeloszlas kimutatasa piroantimonatos reakcioval egér hallokérgén
GSM radiohullam alkalmazasa utan. A Ca-piroantimonatszemcsék a vezikulakban
(v) és a citoszolban talalhaték, a szinapszis (nyil) nem tartalmaz

csapadékszemcséket 4 skala: 0.4 pm
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ATP-nek és bomlastermékeinek, elsOsorban talan az adenozinnak és inozinnak, a P2 és
az adenozinreceptoroknak, és igy az ekto-ATPazoknak is nemcsak az idegszdvetekben
van kiemelt élettani szerepe. Az egyik olyan szerv, ahol az ATP hatdsat széles korben
vizsgaljak, a vese 1% Az ATP és a beléle szarmazé adenozin a P1 és P2
receptorokon  keresztiill  biologiai  hatdsok  egyiittesét valtja ki a vese
mikrovaszkulaturajaban, a mezangialis sejtekben, glomerulusokban és az epitelsejtek
altal végzett szallitasi folyamatokban.

Az emberi veséhez hasonld sertésvese kéregallomanydban végeztiink immun- és
enzimhisztokémiai méréseket °°. A fagyasztott metszeten végzett enzimhisztokémiai

reakci6 jol mutatta az ekto-ATPaz aktivitasban vald kiilonbséget az érgomolyag sejtjei

¢s a vesetubulus sejtjei kozt (17. dbra).

17. abra Ekto-ATPaz aktivitas sertés vese kéregallomanyaban. A kanyarulatos
csatornak proximalis szakasza (fehér nyil) és az erek (fehér nyilhegy) festodnek
legerdteljesebben, mig az érgomolyag kapillarisai (fekete nyil) és a peritubularis
kapillarisok (fekete nyilhegy) gyengébb aktivitast mutatnak. A disztalis tubulusok

(kis fekete nyilhegyek) nem mutatnak enzimaktivitast '>° skéla: 200 pm
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Az elektronmikroszkopos enzimhisztokémiai vizsgdlat meggy6zOen mutatta a
kefeszegélymembran, valdszinlileg oOriasi felszinének is koszonhetd hatalmas ekto-

ATPaz aktivitasat, és lathato volt, hogy kisebb mértékben, de a bazolateralis membran is

rendelkezik ezzel az aktivitassal (18. abra).

4’:“
"A-\e N o -

18. abra Ekto-ATPaz enzim jelenléte vesetubulus sejtekben (sertésszovet). A
kefeszegélymembranon talalhaté csapadék mennyisége (fekete nyil) igen nagy, de
erételjes aktivitas lathato a bazolateralis membrinokon is (fehér nyil) >

skala: 10 ym

A kétféle technikaval végzett, hazilag késziilt (Raf Lemmens munkdja) mono-€s
poliklonalis antitesteket felhasznald, fagyasztott és paraffinos metszeteken egyarant
végzett immunfestések eredményeként megallapitottuk, hogy sertés vesében legalabb
kétfajta ekto-ATPaz/ATPDaz van jelen. Az ekto-ATPDaz ellen termelt monoklonalis
antitest az erek faldban, a peritubuldris kapillarisokban és az érgomolyag kapillarisaiban

mutatta az ekto-ATPDaz jelenlétét (19. abra).
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19. abra CD39/NTPDaz1 ellen termelt monoklonalis antitesttel végzett

immunreakcio sertés vese kéregallomanyanak fagyasztott metszetén.
Immunreaktivitas az endotélsejteken és simaizomsejteken (fekete nyilhegy),
valamint az érgomolyag (fehér nyil) és peritubularis kapillarisok sejtjein (fekete

nyil) " skala: 200 pm

Az enzimmolekula masik szakasza, a nukleozidfoszfatdzokban megdrzddott rész ellen
eldallitott poliklonalis antitestet alkalmazva, pozitiv reakcidt talaltunk a proximalis és
disztalis csatorndkban és az érgomolyag kapszulaban is. Magukban a glomerularis
sejtekben azonban nem talaltunk festodést (20. abra).

A monoklonalis antitesttel végzett festés és az enzimhisztokémiai reakci6 eredményének
Osszevetése alapjan azt mondhatjuk, hogy a kefeszegélymembranokban biztosan nem az
NTPD4z1 taldlhaté, hanem egy masik NTPDaz. Poliklondlis antitesttel, amely az
NTPD4azok csaladjanak tobb tagjat is képes felismerni, azonban igazolni lehetett, hogy
ott is egy NTPDaz van jelen. Egy 2005-ben kozolt eredmény pedig minket igazolt,

mikor a vesében kimutattak az NTPD4z1 és NTPD4z2 enzimeket *°.
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20. abra Immunfestés ATPDaz ellen termelt poliklonalis antitesttel sertés vese
kéreg paraffinos metszetén. Immunreaktivitas a disztalis tubulusokon (hajlitott
nyil), proximalis tubulusokon (nagy nyilhegyek) és a Bowman kapszulan (kis

nyilhegyek) '’

skéla: 50 pm

A vese szinte minden sejtjébol szarmazhat az extracellularis térben 1évé ATP, melynek
bomléastermékeivel egyiitt szabalyozd hatdsa van a vese miikddésére. Ezt a hatést
modulalhatjdk az NTPDazok az extracellularis nukleotidok ¢és nukleozidok

koncentracigjdnak szabdlyozdsdval, annal is inkabb, mivel felderitett eloszlési

mintazatuk parhuzamot mutat az ismert P2 receptorok eloszlasaval.
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A masik szerv, amiben az ekto-ATPazok-NTPDazok eloszlasat vizsgaltuk, a
hasnyalmirigy volt. Beaudoin és munkacsoportja, akik Uttér6 munkat végeztek az
NTPDazok lokalizélasdban — 6k leginkabb az ekto-ATPDdz vagy apiraz nevet
hasznaltak -, el0szor probalkoztak ellenlik antitesteket késziteni, s ott voltak a
szerkezeti vizsgalatok kezdeteinél is, igen sok eredményt kozoltek a hasnyalmirigyben
eléfordulo ATPazokrol "%, Még fontosabb indok volt, hogy Gjabb kisérleti adatok
szerint a hasnyalmirigyben az NTPDézoknak stratégiai szerepe lehet olyan purinok altal
kozvetitett  folyamatokban, mint a  folyadékkivalasztas-elektrolit  szekrécio,
simaizomosszehiizodas vagy a véraram szabéalyozasa' "2, Tengerimalac hasnyalmirigy
kiilsé elvalasztasu részének vizsgalata felfedte, hogy a duktuszsejtek luminalis oldalan
hat6 nukleotidok autokrin vagy parakrin modon, de fokozzék a duktalis szekréciot, mig
ugyanezen, valosziniileg idegvégzddésekbdl szarmazd nukleotidok, a bazolateralis
oldalon hatva mar gatl6 hatastak '®. Az NTPDazok elhelyezkedésének megismerése, az
itteni valtozasok nyomon kovetése valamilyen patoldgias folyamat vagy egyszertien az

oregedés soran, tehat a purinerg szabalyozasrol is elarulhat valamit.

Kiilonboz6 eredetli hasnyalmirigyszoveteket vizsgalva (egér, patkany, tengerimalac,

21,173
ember)

arra is bizonyitékot kerestlink, jellemz6é-e az NTPDazokra a fajspecifitas.
(Mér a patkany ¢és egér medidlis habenuldn kapott eredmények 0Osszevetésekor
megfigyeltiik, hogy a két fajbol szarmazé szoveteken az ekto-ATPaz eloszlasi mintdzata

nem teljesen azonos '**'*%).

Hasonl6 témank ¢és Dr. S.C. Robson kutatocsoportjaval valdo tobb éves
egylittmiikodésiink eredményeképpen nemcsak vad tipusta, de CD39(NTPDazl)
génkiiitott egér szovetein is dolgozhattunk. Kimutattuk az NTPDazl ¢és 2 lokalizaciojat
¢s aktivitasuk eloszlasat, és megmértiik az enzimaktivitasokat hasnyalmirigyen kiviil a
szintén a gasztrointesztinalis rendszerbe tartoz6 nyalmirigyek koziil a szubmandibularis

mirigyben is.
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A vad tipust és CD39 génkilitott allat szerveibdl késziilt biokémiai preparatumon
Baykov modszere szerint elvégzett ATP- és ADPéaz aktivitdis mérések eredményei
egyértelmiien megmutattdk, hogy mind a két mirigyben szamolnunk kell az NTPD4z1-
en kiviil legalabb egy masik NTPD4z jelenlétével. A génkiiitott allat szoveteiben mért
ADPaz aktivitas jelentds csokkenése a vad tipushoz képest azt igazolta, hogy a
szovetben az NTPDazl taladlhato a legnagyobb mennyiségben, az ATP4z aktivitas joval
kisebb mértékli csokkenése arra utalt, hogy az a masik NTPDaz ekto-ATPaz tipusu kell
legyen. A kapott értékek valdszinisitették azt is, hogy a pankredsz és a nyalmirigy

szdveteiben a két NTPD4z aranya kiilonbozé (4. tabldzat) .

nmolP; perc/perc*mg fehérje
szovet WT cd39™”
ATPaz | ADPaz ATPaz ADPaz Kisérletek
szdma
hasnyalmirigy 115+/-20 | 31+/-7 | 69+/-13* 3.5+/-0.6*%* 6
szubmandibularis | 155+/-4 | 29+/-2 | 158+/-20ns | 8.5+/-1.00** 3
mirigy

4. tablazat ATPaz és ADPaz aktivitasok vadtipusi és cd39 génkiiitott egér
hasnyalmirigyében és nyalmirigyében. Minden mérést haromszor ismételtiink.

Statisztika: Student t-teszt alapjan. ns: nem szignifikans, *: p<0.05; **: p<0.01

Hasnyalmirigyben az NTPDazl1-re kriosztdtos metszeteken végzett fénymikroszkopos
immunhisztokémia vizsgalat a fehérje jelenlétét mutatta endotélsejtekben, az acinusok
lumenében, de a duktuszok epitélsejtjeiben nem. Az elektronmikroszkopos vizsgalat
azonban feltarta, hogy a duktalis epitélsejtek bazalis oldala mégiscsak kifejezi az
enzimet (21. abra). Elektronmikroszkopos enzimhisztokémiai reakcio ki is mutatta ott

az ekto-ATP4z aktivitast >,
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21. abra NTPDazl immunfestés vad tipusu egér hasnyalmirigyszoveten. A: Barna
reakciotermék (DAB) jelzi az immunreaktiv endotélsejteket (v). A duktuszok (d)
epitélsejtjei nem jeloltek. C: Erételjes reakcio az acinussejtek lumenében
NTPDazl-re. (A,C: fagyasztott metszet) D: Az elektronmikroszképos immunfestés
NTPD4zl-re. Az endotélsejtek membranjan kiviil (v, nyilak) a duktalis epitélsejtek

bazalis membranja is jeldlt (d, nyil). !

Az elektronmikroszkdépos szinten végzett immunfestés eredménye szerint az
acinusokban az enzim a bazélis oldalon is jelen van, a biokémiai mérések eredményét
pedig a cd39 génkilitétt egér szovetén végzett enzimhisztokémiai reakcid is
alatamasztotta azzal, hogy bar megfogyatkozott mennyiségben, de volt ekto-ATP-az
aktivitast jelzd csapadék az acinusok bazdlis membranjan, sét, némely granulum

membranjaban is (22. dbra).
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22. abra F: NTPDazl immunreaktivitas vad tipusi egér hasnyalmirigyében
szomszédos acinusok (a) bazolateralis membranjan (nyil) és tobb zimogénszemcse
membranjaban (nyilhegy). K: Maradék ekto-ATPaz aktivitast jelzé 6lomszulfid
csapadék cd39 génkiiitott egér hasnyalmirigyszovet metszetében az acinussejt

membranjan és tobb zimogénszemcse membranjaban (nyilhegy) 2

A hasnyalmirigy felépitéséhez hasonld szerkezetli szubmandibularis nyalmirigyben az
erek és a mioepitélsejtek igen erés immunreaktivitast mutattak és az enzimhisztokémiai
reakcio is ennek megfelelden erdteljes volt, mig a duktuszsejtek enzimaktivitasa, a
hasnyalmirigyben tapasztaltakhoz hasonldan, alacsony volt. Az NTPDazl jelenlétét

azonban az immunfestés a duktuszsejtekben is igazolta (23. abra).
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tipusu egér, szubmandibularis nyalmirigy szovet.

;23..‘4'dra Va
D: NTPDaz1 immunreaktiv endotélsejtek az erek faliban (v) és egy
intralobularis vezeték epitélsejtjének bazalis oldalan (d). Jéval erésebb
immunreaktivitast mutat az acinussejthez (a) tapad6 mioepitélsejt (my). E: A
duktalis epitélsejtek nem, de a koriilottok levé sejtek és az erek (nyil)
enzimaktivitast mutatnak (fagyasztott metszet). F: Enzimhisztokémiai reakcio
eredménye elektronmikroszképos szinten. Az acinus (a) —mioepitél (my) - és

endotélsejtek (EC) igen hatarozott ekto-ATPaz aktivitast mutatnak *'.

A hasnyalmirigyben taldlthoz hasonléan, tobb acinusban a mukézus szemcesék
membranja is ekto-ATPaz aktivitdst mutatott, és aktiv enzim jelenlétét igazolta az

idegvégzddések membranjan talalhato csapadék is (24. dbra).

24. abra Ekto-ATPaz aktivitast jelolé csapadék egér szubmandibularis metszetében

mukozus granulumok membranjan (H, nyilhegyek). [: Az acinus membranja fedett
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az ekto-ATPaz aktivitasra utalé csapadékkal, de a sejtben levé granulumok
membranja nem mutat ekto-ATPaz aktivitast. Az idegvégzodések (n) membranja

ekto-ATP4z aktivitast jelez *'.

Az, hogy ekto-ATPaz aktivitast nem minden esetben taldltunk a granulumok
membranjan, Osszefiiggésben lehet azzal, hogy maguk a szemcsék is kiilonbéznek
egymastol, hiszen nem azonos fehérjéket tarolnak. Az NTPDézok specifitasa ebben is
megnyilvanulhat.

A fénymikroszkopos ¢és elektronmikroszkopos enzimhisztokémiai eredmények kozotti
eltérés magyarazata azonban nem egyszeriien az elektronmikroszkopos kép nagyobb
felbontdsa. A kriosztatos metszetek készitésekor fixalasra hasznalt aceton és az
elektronmikroszkopos metszetek megorzottségéhez nélkiilozhetetlen aldehidtipust
fixalok hatasara a fehérjék eltéré6 konformacioban rogziilnek és konnyen elképzelhetd,
hogy egy antitest nem tud a megfeleld epitophoz kotddni. Annal is konnyebben hihetd
ez, ha elgondoljuk, az acinusok esetében milyen nagy fehérjekoncentracioval kell
szdmolnunk. Enzimhisztokémiai vizsgéalat esetében az enzimreaktivitds hianya
legkonnyebben a fixalas soran fellépd vizveszteséggel magyarazhato.

Az enzimhisztokémiai és NTPDazl immunreaktivas eredmények kozti kiillonbségek, s a
génkiiitott allat szoveteiben az enzimhisztokémia mellett biokémiai méréssel is
kimutatott ekto-ATP4z aktivitds, egy masik, NTPDaz2 tipusi NTPDé4zra utalt. Jelenlétét
NTPDaz2 immunfestéssel mind a két mirigyben igazoltuk is. Hasnyalmirigyben
NTPDaz2 immunreaktivitdst az endotélsejteknek ¢és acinusoknak csak a bazalis
membranjan talaltunk, s ez az immunreaktivitas természetesen NTPDaz1 génkiiitott allat
szOoveteiben is kimutathatdé volt (25. dbra). Az endotélsejtek esetében eredményiink
kiilonbozott a Sevigny és munkatarsai altal leirtaktol. Ok NTPD4z2 jelenlétét csak az
erek tamasztosejtjeinek membranjan mutattik ki >’, endotélsejtekben nem. Az eltérés
lehetséges magyardzata az NTPD4zok fajspecifikus volta, hiszen mas szoveten (mdj) és

mas fajban (patkany és ember) dolgoztak.
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25. abra NTPDazl1 génkiiitott egérbol szarmazé hasnyalmirigyszovet
elektronmikroszkopos metszete. NTPDaz2-re festédés az endotélsejtek bazalis

oldalan és az acinusokban (nyilak) *'

Nyalmirigyben sem voltak immunreaktivak a duktusz epitélsejtek NTPDéaz2-re, de,
ahogy a pankreaszban is, itt is megtalaltuk az enzimet az endotélsejtek bazalis oldalan

ill. a tdmasztosejt membranjaban. Az egér nyalmirigyében taldlhatd idegi elemek ekto-

ATPaz aktivitasa tigy tlinik, els6sorban az NTPDaz2-t6l szarmazik (26. dbra).
q‘,l'-.- : 4 3 '_.‘ r- . P -

26. abra NTPD4az2 immunfestés egér nyalmirigyszovetének metszetén.
Reakciotermék a mioepitélsejt membranjan (my) és az idegvégzédések

membranjan (n) >
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Az NTPDazok feltételezett fajspecificitdsanak bizonyitdsahoz patkany, tengerimalac és
emberi pankreasz szovetek ekto-ATPaz aktivitasat ¢és ekto-ATPaz eloszlasat
hasonlitottuk Ossze, és ezt kiegészitettiik hasnyalmintdk ATP-tartalmanak és ekto-ATPaz
aktivitasanak mérésével is '’*. Patkany hasnyalmintajaban nem tudtunk ATP-t kimutatni,
bar a biolumineszcencias mérés érzékenysége igen nagy, 10'°M. A tengerimalac és

emberi hasnyalmintak viszont hasonlé mennyiségti ATP-t tartalmaztak (27.abra).

ATP koncentricié (log M)
T -

-8 -
-9

-10 -

-11

tengerimalac hasnyalfolyadék emberi hasnyalfolyadék

27. dbra Tengerimalac és emberi hasnyalmintak ATP-tartalma ',
(n=10 1ll. 6, atlag+/-SEM)
Mivel az ATP a hasnyalmirigy szekrécios sejtjeibdl mindenképpen a hasnyalba keriil, az
adatok alapjan feltételeztiik, hogy tengerimalac €s emberi hasnyélban nincs jelen ekto-
ATP4z enzim, viszont a patkany hasnyéaldban az enzim szolubilis véaltozata megtalalhato.
Kiviilr6l adtunk ATP-t a szekrétumhoz és mértik az ATP-koncentracido iddbeli
valtozasat, HPLC technikdval a bomlastermékek megjelenését. Az eredmények
igazoltdk egy ekto-ATPaz jelenlétét, melynek kinetikai allandoit is kiszdmitottuk (28.
abra). Meg akartuk hatarozni, milyen tipusa NTPDazrol van szo, ezért a méréseket Na-
azid jelenlétében is elvégeztiik. Az ATPDazok (ilyen pl. az NTPDaz1) és az ATPazok
(pl. NTPDaz2) kozotti megkiilonboztetés meglehetésen nehézkes biokémiai
mérésekben, mivel igazan specifikus gatloszert nem ismeriink, de a Na-azidra az

NTPDézl érzékenyebb '™'7. Patkany hasnyaliban azonban nem okozott szignifikéns



50

kiilonbséget a Na-azid jelenléte, igy valdszini, itt egy NTPDaz2 — hoz hasonld enzim

talalhato 7% .
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28. abra Az ATP-koncentracio csokkenése patkany hasnyalfolyadékaban. A
kiszamitott Ky; érték harom kiilonb6z6 kezdeti ATP-koncentracio esetében (A, hat
6nalléo mérésbol egy). A fentiekkel azonos kezdeti ATP-koncentraciék, 10 mM Na-

azid (B, minta 5 6nallé mérésbsl) 17+,

A HPLC mérés elott 20 uM ATP —t adtunk a patkany hasnyalhoz. Az ATP gyors
bomlasa mellett az adenozinkoncentracié még sokkal gyorsabb és kétiranyu valtozasat
figyeltiik meg (el6szor igen gyors csokkenés majd ismét novekedés). Az ATP és

bomlastermékei kozott kb. tizendt perc utan allt be az egyensulyinak tind allapot (29.

dbra) '
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29. adbra Az ATP és bomlastermékeinek HPLC-vel torténé mérése '’

Elektronmikroszképos enzimhisztokémiai vizsgalatokat is végeztiink az emberi
hasnyalhoz hasonl6 6sszetételti folyadékot szekretald tengerimalac hasnyalszovetén és a
patkany hasnyalszovetén is. A hasnyal kivalasztasaban elsOsorban részvevd duktalis

epitélsejtek ekto-ATPaz aktivitast csak a patkanyszoveten mutattak, ezzel is igazolva a

30. abra Ekto-ATPaz aktivitas kimutatasa cériumos reakcidval. bal oldal:
jeloletlen mikrovillusok tengerimalac duktuszsejtjein (MV, nyilak). Jobb oldal: A
duktuszsejtek bazalis membranja és a mikrovillusok membranja is jelolt

patkany hasnyalmirigyszovetében (MV, nyil) 7
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A hasnyalmirigymitétekbél szarmazo emberi szoveteken elektronmikroszkopos
vizsgalatot a minta taroldsa (folyékony nitrogénben, majd —80 °C) miatt nem
végezhettiink, de Osszehasonlitottuk az ekto-ATPaz aktivitassal rendelkezd enzimek
eloszlasat egészséges €s tumoros mintdkon és azonositottuk az NTPDazl enzimet.
Igazoltuk az enzim expresszidjat a Langerhans-szigetek bétasejtjeiben, melyekrdl mar

177-179

ismert volt, hogy purinoceptorokat expresszalnak . Az extracellularis ATP-t

hidrolizalo lanc ezzel teljessé valt, hiszen az 5’-nukleotidaz és az AMP receptorok

jelenlétét mar kimutatték ebben a szdvetben "% (31. dbra).
.

31. abra Enzimhisztokémiai festés ekto-ATPaz aktivitas kimutatisara emberi
hasnyalmirigyszovet fagyasztott metszetén. A Langerhans-szigeten (i) beliil és koriil
talalhato vérerek (nyil) és a sziget tobb sejtje is aktiv enzimet expresszal. Felso abra:

Kettosfestés, enzim- és immunhisztokémia. A barna csapadék az enzimaktivitast
jelzi, a piros szin a chromograninra festédott bétasejteket. Tobb sejt is kettos
festodést mutat. Also abra: Erételjes immunreaktivitas NTPDaz1-re.

Lathato, hogy az enzim-és immunreakcié eredménye nem minden esetben fedi egymast,

azaz az NTPDazl jelen van, de nem aktiv. Bar maga a fixalads is csokkenti az
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enzimaktivitast, feltehetd, hogy az enzimaktivitads hidnya nem a fixalas kdvetkezménye,
hiszen erekben is, idegekben is ki tudtuk mutatni az aktiv enzimet. Az idegi elemeken az
ekto-ATPaz aktivitast mint az NTPD4z1-bol szdrmazot azonositottuk (32. dbra). (Ez az

eredmény eltér az egérszoveten talalttol, ahol az idegi elemek NTPD4az2-t fejeztek ki.)

“\“.

32. abra 1degi elemek (n) ekto-ATPaz aktivitasat jelzi a barna csapadék
emberi hasnyalmirigyszovet fagyasztott metszetén. Nyil: erek aktivitast
mutaté endotélsejtjei. (haematoxilin hattérfestés). Kis kép: Immunreakcio

k '7. skéla: 60 pm

NTPDazl-re. Az idegi elemek erdteljesen festédne
Duktuszokban nem talaltunk enzimaktivitast, de az immunreakcid itt is kimutatta az
NTPD4zl1 jelenlétét (33. dbra). Az NTPDazl fajspecifitasat igazolja az is, hogy emberi
hasnyéalmirigymetszetek acinusain sem enzim-, sem immunreakcidoval nem tudtuk

jelenlétét kimutatni, bar patkany, sertés hasnyalmirigyében ezt leirtak '>>'701%4,
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33. abra E: Enzimhisztokémia és LP2K immunfestés duktalis epitélsejtek
azonositasara emberi, egészséges pankreaszszovet fagyasztott metszetén. Csak az
erek ill. a nagy duktusz (d) koriili simaizomsejtek (s) mutatnak ekto-ATPaz
aktivitast. Kis kép: Hasonlé kettésfestés tumoros szoveten. Az egészséges mintatol
eltérden, itt nincs a vezeték koriili simaizomsejtekben enzimaktivitas.

F: Immunfestés NTPDaz1-re. Az acinusok (a) nem mutatnak immunreaktivitast, a

duktalis epitélsejtek jelolodtek '™

. skala:60 pm

A mitétek soran kivett szovetdarabok altaldban mind egészséges, mind tumoros részeket
tartalmaztak. Az elvaltozasok alapjan patologusok allapitottak meg, hogy egy-egy minta
tartalmaz-e tumort. Ha a minta tarolasi modja meg is akadalyozta elektronmikroszkopos
felvételek  készitését, a  fénymikroszkopos  festések  eredményébdl  arra
kovetkeztethettiink, hogy az erekben talalt NTPDaz1 expresszidja fliggetlen a szovetben
lezajlo rakos transzformdaciotol. A tumoros elvaltozasok és az NTPDazok kapcsolatanak

, fqs s 185-18
ellentmondasos kérdései 7

azonban itt is felvetddtek. Az egészséges €s tumoros
mintadkban talalt ekto-ATPaz aktivitds - NTPDaz1 eloszlas sszehasonlitasakor ugyanis
még egy jelenségre figyeltink fel. Az adenokarcinoma jellemzd tlinete a
duktuszproliferacié. A duktuszok sejtjei ugyan sem az egészséges, sem a tumoros

szovetben nem mutattak ekto-ATPaz aktvitast, de egészséges szovetben a koriilottiik
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1évé simaizomsejtek tartalmaztak az aktiv enzimet, mig tumoros szovetben, nem, vagy
csak igen csekély mértékben taldltunk erre utald aktivitdst az Gjonnan képzodott
csatornak koriil. Az egészséges szOvetben kotdszoveti sejteken szintén megfigyelhetd

aktiv enzim a rakos mintakbol teljesen hianyzott (34. abra) .

34. dbra Emberi tumoros hasnyalmirigyszovet. Az endotél —és az ér melletti
simaizomsejtek jelentds, a duktuszok koriili kotészoveti sejtek igen gyenge ekto-
ATPaz aktivitast mutatnak. A duktuszproliferacio (d) tipikus jele az
adenokarcinomanak. Kettésfestés: enzimhisztokémia ekto-ATPaz aktivitas
kimutatasara, amilazfestés az acinusok azonositasara. Csak a nyillal jelzett erek

mutatnak enzimaktivitast, az acinusok nem 173

. skala: 60 pm

Tudjuk, hogy az ektonukleotiddz enzimek egyliittes munkdja fontos tényezdje az
¢lettanilag sziikséges extracellularis ATP és adenozin koncentracié biztositasanak.
Emberi hasnyalmirigyszovet esetében azt tapasztaltuk, az NTPDaz1 aktivitdsa a tumoros
szovetben lecsokkent. Ez lehet maganak a tumoros atalakulasnak a kdvetkezménye, de
az NTPDa4z1 hidnya is eldsegitheti a tovabbi tumoros elvaltozasokat azzal, hogy az ATP
¢s bomlastermékeinek koncentracidja mar kevésbé van kontrolldlva. Egy olyan

sejttipusban, a simaizomsejtekben figyeltilk meg az ekto-ATPaz aktivitas csokkenését,
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melyrdl ismert, hogy sok kaveolat tartalmaz, a kaveolakrol pedig mi mutattuk ki eldszor,
hogy gazdagok aktiv ekto-ATPaz enzimben '**, amit azonositottunk is, mint NTPDaz1-
et 2% Lehetséges, hogy a kaveolaknak, elsésorban szerkezeti fehérjéjiiknek, az
NTPDaz1-et is megkotd kaveolinoknak szintén szerepe van a tumoros elvaltozdsokban?

Részletesebben meg kellett vizsgalnunk magukat a kaveoldkat és a kaveolak-ekto-

ATPazok/NTPDazok kapcsolatat.
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KAVEOLAK, EKTO-ATPAZ AKTIVITAS, NTPDAZOK
A kaveolakrol, mint jelatvitelben szerepet jatszo “kdzpontokrdl” 1993-ban jelent meg az
elsé, vitat ébresztd cikk '*°. Az itt lejatszodé folyamatok pontos mechanizmusat még ma
sem ismerjiik, de tudjuk, hogy a kaveoldkban a jelatvitel egyik kulcsenzime, az
endotelidlis nitrogénmonoxid szintaz (eNOS), tobb G-fehérje kapcsolt receptor,
kalciumaramlas szabalyoz6 fehérje, vagy a jeldtviteli utvonalakban kiemelt szerepet
jatszd protein kindz C (PKC) koncentracidja a tobbszordse annak, mint amely a

. , A hags 19.81,82,94.191-204
sejtmembran kaveolamentes részében talalhato '*8!8294191-20

. E témakorben egyik elso
eredményiink volt, hogy kimutatuk simaizomsejtek kaveolainak erdteljes ekto-ATPaz

aktivitasat (35. dbra) '**.

35. dbra Ekto-ATPaz aktivitas simaizomsejtekben *® (patkiny, vas deferens, nyil:

kaveolak) skéla: 0.4 um

A makrofagokban szintén leirtak kaveoldhoz hasonlé membranbefiiz6déseket. Patkany
elicitalt makrofagjait vizsgalva kapcsolatot talaltunk a sejtek kaveolaban vako

gazdagsaga, ekto-ATPaz aktivitasa és a morfologiai altipusok kozott (36. abra).
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36. dbra Ekto-ATPaz aktivas kiilonbozé altipusba tartozé elicitalt patkany

makrofagok sejtmembranjan és kaveolaiban ** skala: A,B,D: 0,5 um, C: 1 um

Voltak makrofagok, melyeken egyaltalan nem talaltunk kaveolat (36. dbra A), s itt az

ekto-ATPaz aktivitast jelz0 csapadék egyenletesen oszlott el a sejtmembranon. Mas
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sejtek membranjan a csapadék eloszlasa ,hopehelyszerii” lerakodasokat mutatott,
egyenetlen volt (36. dbra B). Az ilyen makrofagokban is talaltunk néhany kaveolat, de
lényegesen kisebb szamban, mint a harmadik tipusba soroltaknal, amelyek a legnagyobb
0ssz-ekto-ATPaz aktivitassal rendelkeztek és sok kaveolat tartalmaztak, telve az enzimet
jelzd csapadékkal (36. dabra C-D). Arrdl, hogy vajon a kaveoldk a sejtmembran
dinamikusan valtoz6 részecskéi vagy sem, megoszlanak a vélemények, de a kezdeti
elképzelésekkel szemben ma az az altalanosan elfogadott allaspont, hogy meglehetésen

stabil képz6dmények *%°.

Megfigyeléseink alapjan feltételezziik, hogy a kaveolak
képzddése Osszhangban van a sejtek allapotaval, megjelenésiik része lehet a sejt
valamilyen kiilsé ingerre adott valaszdnak. Ez az eredményeink alapjan kialakult
feltételezésiink Osszhangban van azzal a tobbek altal elfogadott kijelentéssel is, hogy a
kaveoldk funkcidja fligghet kornyezetiiktdl és ingerek hatdsara is képzddhetnek ill.
internalizalodhatnak. Endotélsejteken kapott eredményeink mindenesetre ezt latszanak

igazolni. Az ,.in situ” modszeriinkkel végzett enzimhisztokémiai festés kivaléan mutatja

patkany aorta endotélsejtjeinek erdteljes ekto-ATPaz aktivitasat (37. dbra).

e - -

37. abra Patkany aorta endotélsejtek. A nyilak kaveolikat és benniik az ekto-

ATPiz aktivitasra utalé cériumfoszfat csapadékot jelolik *® skala: 0,15 pm

Az endotélsejtek azt a jellegzetességiiket, hogy sok kaveolat tartalmaznak, ugyan még

tenyészetben, in vitro koriilmények kozt is megtartjdk, mint azt agyi kapillaris
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07 (38, dbra), de megfigyelhetd, hogy ilyen

endotélsejtek tenyészete tanusitja
korilmények kozt a kaveoldk nagy tomege a sejtek belsejében taldlhato — azaz a

kaveoldk megjelenése ¢és a kiilvilagbol kapott jelzések kozt valoban lehet kapcsolat!

38. dbra Agyi kapillaris endotélsejttenyészet *’. A két szomszédos sejt kozott
(nyilhegy) kialakulnak a sejtkapcsolo strukturak (tight junction) kezdeményei,
kaveolakat azonban csak a sejtek belsejében talalunk (nyil) (m: mitokondrium,

*: endoplazmas retikulum, skala: 0.2 um)

Hasonloképp a sejtek Dbelsejében talalhatok a kaveolak emberi koldokvéna
endotélsejttenyészetének (HUVEC) sejtjeiben is. Az enzimhisztokémiai reakcio itt is
igazolta a kaveoldkban 1év6 ekto-ATPaz aktivitast (39. dbra A), amit az NTPDazl
enzimhez rendelhettiink, mivel az elvégzett immunreakci®é eredménye az
enzimhisztokémiaival azonos eloszlast mutatott (39. dbra B). A vezikulakrdl kaveolinl

ellen termelt antitesttel végzett immunfestés igazolta, hogy kaveolak (39. abra C).
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39. abra HUVEC sejttenyészeten végzett enzimhisztokémia ekto-ATPaz aktivitas
kimutatasara (A), immunhisztokémia NTPDaz1 azonositasara (B) és kaveloinl-re

(©) "™ nyilak a jelolt kaveoldkat mutatjak; skala: 250 nm)
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Azt tehat, hogy a kaveoldk megjelenési formaja fiigghet a kornyezeti hatasoktol,
alatamasztva latjuk. Eddigi kisérleti eredményeink azt is mutattdk, hogy a kaveoldk
megjelenési helye valtozhatott ugyan, de ez az ekto-ATPaz aktivitassal bir6 NTPDazl
enzimre ez nem volt kimutathat6 hatassal.

Itt tobb kérdés is felmeriil. Minek az eredményeképp kapcsolédik az NTPDazl a
kaveoldkhoz? Megnd-e a sejt aktivitasa, ha valamilyen inger hatasara megné a kaveolak
szama?

Olyan sejtvonalon végeztiink kisérleteket, melynek eredeti ekto-ATPaz aktivitdsa igen
alacsony. A valasztott majom vese epithelsejtekbdl szarmazdé COS-7 sejtekben
kaveolakat is csak elvétve talaltunk. A sejteket kiillonb6zé NTPDaz1cDNS-sekkel
transzfektaltuk, mire ATP4az 4s ADPaz aktivitasuk jelentdsen megnétt, ugyanakkor
megndtt a sejtben 1évo kaveoldk szama is, ahogy mar az elicitalt patkany makrofagok
esetében is tapasztaltuk! A kaveoldkban pedig enzimhisztokémiai reakcidval igazoltuk
az ckto-ATPaz enzim jelenlétét (40. dbra). Az enzimaktivitasrol egy masik
kisérletsorozatban immunfestéssel bizonyitottuk, hogy az NTPDé4z1 enzimhez tartozott
2 Ezt az eredményt gy értelmeztiik, mint ami a kaveolak és az NTPDazl kozotti

kapcsolat élettani funkcidjat tamasztja ala.

Kontroll
| ATP

40. dbra Olomfoszfat csapadék mutatja a teljes NTPDaz1cDNS-sel transzfektalt
COS-7 sejtek ekto-ATPaz és ADPaz aktivitasat *® skala: 10 um
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Az irodalomban ATPD4z néven (jelenleg NTPDazl) 78 és 54 kDa-os molekulasulya
molekulakat is leirtak '”°. Ezek a formak az NTPDézokra jellemz, az enzim aktiv
centrumat tartalmazd APR régid szerkezetében kiilonboznek egymastol. A COS-7
sejteket kiilonboz6é NTPDaz1 konstrukciokkal transzfektalva sikeriilt igazolnunk, melyik
forma rendelkezik természetes ATPaz aktivitassal.

A transzfektaldsra hasznalt konstrukciok a 78 és 54 kDa-os mellett egy 27 kDa-os
fehérjét is expresszaltak. A hasitasi termék in vivo megjelenésének az enzimaktivitas
megvaltozasa miatt patoldgiai jelentdsége is lehet.

Western blot analizis kimutatta, hogy az 54 kDa-os konstrukcioval torténd transzfektalas
nem eredményezte az 54 kDa-os termék megjelenését, a 78 kDa-os konstrukcioval
tortént transzfektalaskor viszont nemcsak a vart 78 kDa-os, de az 54 kDa-os termék is

megjelent (41. abra).

kDa 4D11 1H12
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41. abra Eltéré CD39cDNS-ekkel transzfektalt COS-7 sejtek membranfrakciojan
végzett Western blot analizis . (4 monoklondlis 4D11 és 1H11 antitesteket az
NTPDaz1 kiilonbozo epitopjai ellen Raf Lemmens (LUC, Diepenbeek, Belgium)

keszitette)
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Az enzimhisztokémiai vizsgalat is ezzel megegyez0 eredményt adott, hiszen csak a
teljes cDNS-sel transzfektalt sejtek esetében lathattuk az ekto-ATPaz ill. ekto-ADPaz
aktivitasra utald csapadékot. Valoszinlinek tartjuk, hogy ez az 54 kDa-os termék a
szovetek proteolitikus aktivitasdnak kovetkezménye. Ezt a feltevést az igen magas a
proteolitikus aktivitassal rendelkezd pankredsz szovetben kapott kisérleti eredmény
igazolhatja, ui. hasnyalmirigyben csak az 54 kDa-os fehérijét talaltak meg 2%,

A transzfektalds hatasat az enzimaktivitdsra meg is mértiik. A mérésekhez a sejteket 72
oraval a megfelel6 cDNS-sel torténd transzfektalas utan tapfolyadékkal mostuk, majd a
reakcioeleggyel, mely 2 mM ATP-t vagy ADP-t tartalmazott, inkubaltuk. Kontrollként
nem transzfektalt sejteket hasznaltunk. Az eredmények 7 kisérlet atlagat mutatjak (3.

tabldzat.)

nmol Pi/10 000 sejt.h

ATP ADP
kontroll 34+041 14+0.1
78 421124 19.7 £0.4
ldéleges 54 1.8+0.2 0.8+0.1
ranszfekilas 53+05 22402
54427 23402 1.0£0.1
pcDNS 34403 17402
78 14.4+1.1 6.5+10
54 53405 154 0.1
Stabil 27 18+0.1 05+0.1
transziektelas ¢ 407 58+03 15+03
pcDNS 6.1+06 19403

5. tablazat CD39 és kiilonbozé CD39 csonkolt fehérjék cDNS-ével transzfektalt
COS-7 sejtek ATPaz és ADPaz aktivitasa
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Tovabbi, mutans CD39/NTPDaz1cDNS-ekkel, az N- vagy C-terminalist nem tartalmazo
konstrukciokkal transzfektalt COS-7 sejtek vizsgalata arra is ravilagitott, az NTPD4zl
molekulanak melyik részlete vesz részt a kaveoldkhoz torténd kotddésben. A mutans
cDNS-ekkel transzfektalt sejtekrdl elészor Western blot analizissel mutattuk ki, hogy a
kivant fehérjéket valoban kifejezik (42. abra). Western blot analizist végeztiink a sejtek
tapfolyadékabol is, és itt taladltuk meg az N-termindlisnal csonkolt molekulat, ami

igazolta, hogy ez a forma szolubilis.

42. abra Western blot analizis N- vagy C-terminalist nem tartalmazé
konstrukciékkal transzfektalt COS-7 sejteken. (A) A Kiilonb6z6 CD39cDNS-ekkel
transzfektalt COS-7 sejteket * C-izotépot tartalmazoé palmitinsavval inkubaltuk,

majd autoradiografias vizsgalattal mutattuk ki az a-CD39 — CD39 komplexet (B) 2

A tricidlt palmitinsavval torténd inkubalds utdni autoradiografia jelzi, hogy a jelolt
palmitinsavat csak a teljes CD39 c¢DNS-sel, ill. a C-termindlisndl mddositott mutans
cDNS-sel transzfektalt sejtek vették fel (42. abra B). Enzimhisztokémiai kisérleteink

ismét megerdsitették, hogy a teljes CD39 cDNS-sel transzfektalt sejteken kiviil csak a C-
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terminalisnal csonkolt konstrukci6 eredményez a sejtekben ekto-ATPaz aktivitast. A

43. abra Ekto-ATPaz kimutatas transzfektalt COS-7 sejteken. A: pcDNS3 (iires
vektor), B: pcDNS3-CD39, C: C-terminalis csonkolt pcDNS3-CD39, D: N-
terminalis csonkolt pcDNS3-CD39 *°. (Nagyitas: 45K, nyilak jelzik az enzimaktivitast

mutatd kaveoldkat; *: extracellularis tér)
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Az eredmények igazoltdk, hogy valoban szoros kapcsolat van az NTPDézok koziil
legalabb az NTPDazl1 és a kaveoldk kozott és ez a kapcsolat az enzim poszttranszlacios
modosuldsa, egy palmitinsav oldallanc kapcsolédasa utan jon létre, hasonldan a
kaveolakhoz kot6d6 més receptorok, enzimek esetéhez ®2°%. Azt azonban, hogy mi
minden befolyasolhatja az NTPDazl vagy legkozelebbi rokonenzimjeinek megjelenését
¢s aktivitdsat, milyen élettani-korélettani szerepiik lehet, még mindig nem tudtuk. A
legfrissebb kutatasi eredmények szerint az NTPDazok aktivitdsat nemcsak a
kaveoldkhoz, de a hozzajuk hasonloan koleszterinben gazdag membranképletekhez, a
membrantutajokhoz valé kotddés is befolyasolja 2. A szerzék kaveolinl génhianyos
egerek szovetén végzett kisérletekkel bizonyitottdk, hogy legalabb is az NTPDazl
aktivitdsat elsésorban a membran koleszterintartalma és nem a kaveolinl jelenléte
befolyasolja. Arrol azonban, sziikséges-e az NTPDazok poszttranszlaciés modosulasa
ezen magas koleszterintartalmu membrankomponensekhez vald kotddésben, még

nincsenek adataink.

A kaveolakban gazdag endotél- és izomsejtek tobb szovetben, szervben is j6 modellnek
tlintek az NTPDé4z ¢és kaveoldk kozti kapcsolat vizsgalatdra. A nagyobb erekkel —
artériakkal kapcsolatos vizsgalatok esetében pedig egyszerre kaphattunk eredményt az

endotélsejtekben és az erek falat koriilvevd simaizomsejtekben lezajlo valtozasokrol.

Patkany agyi kapillarisok endotélsejtjeiben tanulmanyoztuk, milyen hatasa van a
kétértékii kationoknak (Ca™" ill. Mg ™), ill. a pH valtozasanak az ekto-ATPAaz aktivitasra.

Biokémiai mérések alapjan valoszinlinek tartottdk, hogy a sejtek membranjan az

ATPéazoknak lehet valamilyen régiotol fiiggd eloszlasa *'*2'!

feltételezték *°, de az enzimeket hisztokémiai modszerrel nem mutattdk ki

, ¢s pH-fliggéstiket is

Eredményeink bizonyitottak a régiotol fiiggé eloszlast. A Mg*-fiiggd ekto-ATPaz
elsésorban a bazalis oldalon aktiv, mig a Ca**-fiigg$ ekto-ATPaz az endotélsejt mindkét
oldalan jelen van (44. dbra). A pH véltozasa — az enzim aktivitdsi maximuma pH 7.5 ill.

9.5 biokémiai adatok szerint — ezt az eloszlast nem befolyésolta.
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44. dbra Ekto-ATPaz aktivitas Ca™ (a) ill. Mg jelenlétében patkany agyi
kapillaris endotélsejten (pH 7.5) ¢ L: luminalis oldal, skala: 0,5 um

Egy bakterialis endotoxinnak, az LPS"-nek hatasira azonban a kép megvaltozott. Az
LPS gyulladaskelté hatasat tobb sejttipuson, kéztiik endotélsejteken is kimutattak 2226,

Varhatd volt, hogy hatdsa lesz az ekto-ATPaz aktivitasra is, hiszen gyulladasok,

* LPS: lipopolysaccharide
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sériilések esetén a sejtekbdl igen nagy mennyiségli ATP aramolhat ki, és ennek gyors
elbontasa létfontossagti a kornyezd sejtek miikodése szempontjabol. Kiilondsen igaz
lehet ez a védekezésben kiemelt szerepli véragygatat alkotd endotélsejtek
ektonukleotidaz aktivitasa esetében.

Az LPS alkalmazott dozisa (2mg/testsulykilogram) nem veszélyeztette az allat életét, de

az ekto-ATPazok eloszlasat pH-t6l fliggd modon megvaltoztatta (45. abra).
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45. abra Agyi kapillaris endotélsejtek Ca™'- (c, g) ill. Mg "-fiigg6 (d, h) ekto-ATPaz
aktivitasa LPS kezelés utan pH 7.5 (c. d) és pH 9.5 (g, h) értékeknél ® skala: 0,5 ym

Nemcsak azt tapasztaltuk, hogy LPS hatasara a Mg -ATPaz jelenlétére utald csapadék
megjelenik pH 7.5 mellett az endotélsejt luminalis felszinén, de azt is megfigyeltiik,
hogy a pH emelkedése hatasara (pH 9.5) ez az aktivitas valik dominanssa, a bazalis
oldalra addig jellemz6 enzimaktivitas szinte teljesen eltiinik. A Ca™-ATPaz esetében,

amely mindkét pH érték mellett az endotélsejtek mindkét oldalan jelen volt, morfologiai
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valtozasra figyeltiink fel: nagyszdmu kaveola jelent meg az endotélsejtek bazalis
oldalan, melyek Ca®'-ekto-ATPéazt tartalmaztak. Magyarizni még nem tudjuk, miért
nem taldltunk kaveolat a kapillaris endotélsejtekben akkor, amikor az inkubald oldat
csak Mg*"-ot tartalmazott, s miért jelent meg az addig a sejt bazalis oldalan megfigyelt
Mg**-fiiggd ekto-ATPaz aktivitds az LPS-kezelés utan az endotélsejt apikélis részén, de
azt feltételezziik, hogy a megnovekedett ekto-ATPaz aktivitds egy, az LPS kezelésre
kivaltott védekezd reakcido eredménye lehet. Ha stressz vagy sériilések hatdsara az
¢lettaninal magasabba valik a nukleotid és nukleozid koncentracié a sejtek kozotti
térben és a kapillarisok lumenében is, a megnovekedett ekto-ATPaz aktivitas az
endotélsejtek luminalis oldalan eldsegitheti a gyors hidrolizist, mig a bazalis oldalon, a
nagyszami kaveoldban taldlhato Ca®"-fiiggd ekto-ATPaz részt vehet az endotélsejt és
kornyezete kozotti jelatviteli folyamatokban.

Amikor ezeket a kisérletetek végeztiik (1997-98), még nem tudtuk az ATPaz aktivitassal
rendelkezé enzimeket immunreakcidval azonositani, az pedig még ma is vita targya,
hogy az endotélsejtek két NTPDazt is kifejeznek-e 2!, vagy az NTPD4z2 enzim csak az
endotélsejtek tamasztosejtjeiként is szolgald pericitak felszinén van jelen 2. Akkori
eredményeink azonban arra utalnak, hogy legalabb is a patkany agyi kapilldris
endotélsejtek, melyek koriil nem taldlunk pericitat, biztosan nem egy enzimet fejeznek ki
¢s mar akkor jelezték az enzim aktivitdsvaltozasa és a kaveoldk megjelenése kozotti

kapcsolat lehetdségét.

Az endotélsejtek azért olyan fontosak vizsgalatainkban, mert sok kaveolat tartalmaznak,
¢és igy kivalo alanyai az NTPDaz-kaveola kapcsolat tisztazasanak. Azonban arrél sem
feledkezhetiink el, hogy ezek a sejtek, mint az ereket és a test belsd iiregeit béleld sejtek,
a szervezet Osszes szOvetében eldfordulnak, kiemelt szerepiik van a vér
homeosztazisanak fenntartasaban, és sok patologias folyamat elsé célpontjai, ezért
vizsgalatuk tobb szempontbol is hasznos lehet. Kiilondsen azoknak a szoveteknek az

esetében igaz ez, ahol mar bizonyitott a purinerg szabalyozas, mint pl. a hasnyalmirigy.
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Egér hasnyalmirigy endotélsejtjeinek sejtmembranjan mindig kimutathaté volt az ekto-
ATPaz aktivitds (46. abra, bal oldal), és ezt az aktivitast immunreakciéval mint az

NTPD4az1-bdl szarmazot azonositottuk 46. abra jobb oldal).

46. abra Ekto-ATPaz aktivitas egér hasnyalmirigy elektronmikroszképos metszetén
(EC: endotélsejt, a: acinus, a nyilak: csapadék a sejtmembranokon ill. kaveolakban (EC
lumen feldli oldal, ill. az acinusokban a granulumok membranjaban). Jobb oldal:
Immunreakcio (ABC-DAB) Kkriosztatos metszeten. Az endotélsejtek membranja
erésen, az acinusok gyengébben festodtek, mig a duktusz epitélsejtek egyaltalin

nem mutattak immunreaktivitast NTPDazl-re *' (v: ér, a: acinus)

Patkany, tengerimalac és emberi hasnyalmirigyszovetekben egyarant azt talaltuk, hogy

az endotélsejtek ekto-ATPaz aktivitdsa jelentds, eltérés mutatkozik viszont az
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acinusokon talalhatd aktivitdsban. A duktuszok ¢és acinusok egyediil a patkany

hasnyalmirigyszovete metszetein jeleztek aktiv ekto-ATPaz enzimet (47. dbra).
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47. abra Felsd sor: Patkany hasnyalmirgyszovetén az 6lomszulfid (barna csapadék)
mutatja az endotélsejtek (V), acinusok (A) és duktuszsejtek (D) ekto-ATPaz
aktivitasat. A mellette levé tengerimalac hasnyalmirigyszovet metszetén csak az
endotélsejtek jelolédtek ™.

B, C : Egészséges emberi hasnyalmirigyszovet ' . B: az enzimhisztokémiai reakcié
barna szine jelzi az erek (v) endotél-és simaizomsejtjeinek ekto-ATPaz aktivitasat.
Az eloszlas megegyezik az NTPDazl-re alkalmazott immunfestés eredményével (C,

alkalikus foszfataz-Fast Red reakcid). Az acinusok (a) egyik esetben sem jelolodtek.

Fagyasztott metszetek, haematoxilin hattérfestés. skala: 60 um



73

Egérben a gasztrointesztinalis rendszer egy masik tagjat, a szubmandibularis

nyalmirigyet is megvizsgaltuk, és az endotélsejtek esetében hasonld eredményt kaptunk

(48. abra).
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48. abra NTPDazl immunfestés egér szubmandibularis nyalmirigyszovet
fagyasztott metszetén. Az erek endotélsejtjei (v) erdsen, a mukozus acinusok (a)
gyengén festédnek, mig az intralobularis csatornak epitélsejtjei (d) nem mutatnak

. o s 7 21
immunreaktivitast

Ebben a szdvetben azonban nemcsak az endotélsejtekben talalunk bdséggel kaveolakat,
de az acinusok mellett talalhato tin. mioepitélsejtekben is. Enzim- és immunhisztokémiai
vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy a mioepitélsejtek kaveoldi NTPDazl enzimet
tartalmaznak aktiv allapotban, mig az NTPDazl génkiiitott allat szovetén végzett
enzimhisztokémiai reakci6 azt is igazolta, hogy az NTPDazl-en kiviil méas ATP

szubsztrata ektoenzim is jelen van itt > (49. dbra).
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49. dbra NTPDaz1 immunfestés egér szubmandibuldris nyalmirigyszéveten. A
mioepitélsejt (my) és az acinussejt (a) bazalis membranja egyarant
immunreaktivitast mutat. A mioepitélsejtben jol lathatok az erdsen festodott
kaveolak (nyil). Jobb oldalon: Enzimhisztokémiai festés NTPDaz1 génkiiitott egér
szovetén. Az acinusok és a mioepitélsejtek membranja is tartalmazza az aktiv

enzimet jelzé cériumfoszfat csapadékot, mely a kaveoldkban is megtalalhato ',

Ezeknek az eredményeknek alapjan ugy tlinik, legalabb is az endotélsejtekben, az
NTPD4zl expresszioja a vizsgalt fajokban rendkiviil hasonld, ezt még a szdvetben
lezajloé tumoros elvéltozasok sem befolyasoljadk. Mivel azonban az LPS-sel kivaltott
gyulladési folyamat utan lattunk valtozast a kaveoldk—ekto-ATPaz kapcsolatban,
raadasul pont endotélsejtekben, feltételeztilk, hogy ez a kapcsolat nem ennyire

egyértelm.
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Bypass miitétbdl szdrmazd emberi szivizomszovetet vizsgaltunk, ahol endotél-szivizom-
¢s simaizomsejtek is tartalmaznak kaveoldkat. Egészséges ¢és betegmintak
ultrakriosztatos metszetein végeztliink immunfestést NTPDazl fehérjére. Az
ultrakriosztatos metszetek felbontasa nem mérhetd az elektronmikroszkopos képek
felbontasdhoz, de a kaveoldk csoportjai mar itt felismerhetok. Megallapithattuk, hogy
egészséges mintakban NTPDazl fehérjét csak az endotél- ¢és simaizomsejtek
tartalmaznak (50. dbra). A betegmintdk esetében azonban festddést talaltunk a
szivizomsejtek belsejében is, vagyis nem a sejtmembranhoz kototten, €és azonositatlan,

minden bizonnyal kétészoveti eredetii sejtek membranjéban is (51. dbra) *'.

50. abra Egészséges emberi szivszovet 300 nm vastag fagyasztott metszetén végzett
NTPDaz1 immunfluoreszcens festés. A zold szin jelzi (Alexa 488) az erek endotél- és
simaizomsejtjeinek immunreaktivitasat. A szivizomsejtek sejtmagjat DAPI festés

jeloli 27,
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51. abra NTPDazl immunfluoreszcens festés. A zold szin (dlexa 488) az erek
endotél- és simaizomsejtjeken Kkiviil a szivizomsejtek belsejében és mas sejtek
membranjaban is immunreaktivitist mutat. Sejtmagfestés: DAPI. Emberi

szivszovet 300 nm vastag fagyasztott metszete — beteganyag *'’.

A szivizomsejtek ekto-ATPaz aktivitdsat enzimhisztokémiai reakcioval is kimutattuk

(52. dbra).

52. dbra Emberi szivizomsejtek ekto-ATPaz aktivitasa (patologias szovet) 2"
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Az egészséges ¢és betegmintdk ekto-ATPaz aktivitasanak kiilonbségét érzékletesen

abrazoljak a HPLC-UV technikéaval kapott eredmények (53. dbra) *'" .
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53. abra Az ATP és szarmazékainak mérése HPLC-vel. A gorbék hat kiilon kisérlet
atlagat mutatjak >'” . A csillaggal jelzett gorbéknél az egészséges és betegmintak

kozott a két utas ANOVA teszt szignifikans (p<<0.01) kiilonbséget mutatott.
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Az ATP mennyisége csokkent az id6 elére haladtaval, mig a hidrolizistermékeké nott.
Megfigyelhetd és mérhetdé volt, hogy a betegmintdk esetében az ATP hidrolizise
lényegesen gyorsabb, mint az egészséges szoveteknél, és a hidrolizsitermékek kozt csak

crcr

haladta meg) van jelentds kiilonbség.

A szdvetek NTPD4z1 tartalmat Western blottal is ellendriztiik (54. dbra) '

egeészséges beteg

97.4 —» ‘ . - ' |i I-‘."-
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54. abra Western blot analizis NTPDazl-re emberi szivizomban “'. (3-3 egészséges

¢s betegminta)

A valtozds ha nem is érte el a statisztikailag szignifikdns szintet, de jelezte, a
betegmintdkban az NTPDaz1 nagyobb mennyiségben talalhato.

Ez a koncentraciondovekedési tendencia alatamasztotta azt, amit kiilondsen a
kardiovaszkularis rendszer kapcsdn mar tobbszor is leirtak, hogy az NTPDazl-nek
minden bizonnyal jelentds szerepe van a szervezet gyulladasok, stressz, sériilések elleni

védekezési folyamataiban.

A kaveolinfehérjékre is elvégeztilk a Western blot analizist, amely csak az izomsejtekre
specifikus kaveolin3 esetében mutatott a szignifikanciaszintet (p<<0.05) elérd eltérést.
Expresszioja a betegmintakban csokkent (55. abra). A kaveolinl esetében azonban nem
talaltunk valtozasra utald jelet. Mintha ez a legismertebb, legaltalanosabban eléforduld
kaveolinfehérje ellenallna olyan hatasoknak, amelyekre a vele szerkezetileg rokon

kaveolin3 mar érzékeny.
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egészséges beteg

215 — w kaveolin1

215 —» )
kaveolin2
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55. dbra Western blot analizis kaveolinfehérjékre emberi szivizom mintakban 2"
(harom-harom egészséges €s betegminta)
Elvégeztiikk az immunfluoreszcens festéseket is. Kaveolinl-re ismét meglepd eredményt
kaptunk: az endotél- és simaizomsejtek mellett a szivizomsejtek is er6teljes

immunreaktivitdst mutattak (56. dabra). Kaveolinl-et szivizomsejtben eddig még

senkinek nem sikerilt kimutatnia.

56. abra Immunfluoreszcens festés kaveolinl-re emberi szivizom 300 nm-es

fagyasztott metszetén. A jelolodés az egészséges és betegmintaban azonos, a nyilak

az ereket mutatjak *'’
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A kaveolin2, mely mind a kaveolinl mind a kaveolin3 mellett eléfordulhat, jelen volt a
szovetminta minden sejttipusdban. A kaveolinl-nél joval kisebb mennyiségét a festodés

joval gyengébb festés intenzitasa is mutatta (57. dbra).

57. abra Immunfluoreszcens festés kaveolin2-re emberi szivizom 300 nm-es

fagyasztott metszetén. A jelolodés az egészséges és betegmintaban azonos, a
szivizomsejtek csoportjait a betegmintaban (jobb oldal) kotészovetes ,,s6vények”

valasztjak el (*)*

A kaveolin3 festés igazolta a Western blot eredményét. Az egészséges mintaban is
gyenge festddés szinte lathatatlanna volt a betegmintaban. Az eredmény valddisagat
igazolja, hogy mig a kaveolinl-et megtalaltuk a szivizomszdvet gyakorlatilag minden
tipikus sejtjében (endotél, simaizom, szivizomsejtek), és ezt elmondhatjuk a kaveolin2-re

is, addig a kaveolin3 kizar6lagosan az izomsejtekben volt fellelhetd (58. dabra).
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58. abra Immunfluoreszcens festés kaveolin3-ra emberi szivizom 300 nm-es

fagyasztott metszetén 2

Az NTPDazok és kaveolinok kapcsolata még tavolrél sem ismert és a jovOben is
szamithatunk arra, hogy meglepd eerdmények sziiletnek

Mai eredményeink tanisaga szerint a kaveoldk megjelenése az ekto-ATPaz aktivitas
novekedésével jarhat, masrészt az ekto-ATPaz aktivitasanak novekedéséhez ugy tlinik,
nincs feltétlentil sziikség a kaveolinok fokozott expresszidjara, sot, ez a kaveolinok
expresszidjanak csokkenése mellett is megtorténhet.

A kapcsolatot tovabb bonyolithatja, ha az NTPDazakkal a kdzos szubsztratért vetélkedd
purinoceptorok szintén kapcsolédhatnak a kaveolinokhoz. Eddig ezt a lehetdséget csak
sajat kisérleti eredményliink bizonyitja.

Tiz hetes magzati és érett (9 honapos) emberi méhlepénybdl késziilt ultraktriosztatos
metszeteken (70 nm) vizsgaltuk a  kaveolinl ¢és NTPDazl eloszlasat, és két
purinoceptorra is elvégeztiik a jelolést, a P2Y1-re és a P2Y2-re. Az NTPDaz1 mellett a
P2Y1 receptor jelenlétét is sikeriilt kimutatni a méhlepény endotélsejtjeiben és ezen
beliil is a kaveoldkban ' (59. dbra). Ez még nem elég bizonyiték az NTPDazl és a
P2Y1 receptor kapcsolatira, de az azonos szubsztratért valdo versengés elméletileg
l1étrejohet, hiszen a két fehérje igen kis tavolsagban kell legyen egymastol a minddssze

50-100 nm atmérdjii kaveolaban. Megfigyeltiik azt is, hogy az idd, a szovet érettségének
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elérehaladtaval a kaveolak mérete €s elhelyezkedése is valtozott. Valdsziniisithetd, hogy
az érési folyamat a kaveoldhoz kot6dd receptorok, kiilonbozd fehérjék szamat is

befolyasolja.

59. abra 10 hetes emberi méhlepényben kaveolinl (A, nyillal jelezve), P2Y1 (B,
nyillal jelezve) és NTPDazl (C, nyillal jelezve, rbc: vordsvértest) festodés az

endotélsejt kaveolaiban " skala: 0,5 pm

Fénymikroszkopos vizsgalatra késziilt fagyasztott metszeteken végzett fetések is azt
mutatjak, a P2Y1 receptor a placentaban csak az endotéliumban talalhat6, mig a P2Y2

receptor a syncytiotrophoblast sejtek membranjaban jelenik meg (60. dbra).
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60. abra P2Y1 receptor (A) és P2Y2 receptor (B) el6forduldsa érett emberi

méhlepényben (v: erek, vi: villusok — DAB festés) * skala: 15 pm
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Ez a kisérlet tehat egy ujabb 1épés azon az tuton, mely remélhetdleg a purinerg
szabalyozds megismerésé¢hez vezet. Az eredmény Orvendetes, hiszen elsdként
azonositottunk egy purinoceptort a kaveoldban, de még mindig nem tudunk vélaszolni
arra a kérdésre, az endotélsejteken, részben izomsejteken kapott eredmények
altalanosithatok-e, érvényesek-e mas kaveolat tartalmazo sejtekre is? Igaz-e, hogy ha
valami kivéaltja a kaveolak megjelenését, akkor az ekto-ATPaz aktivitds is
megnovekszik?

Asztrocita tenyészeteten kapott eredményeink mindenesetre ilyesmire utalnak.
Asztrocita tenyészetet azért vizsgaltunk, mert az irodalomban leirt és sajat idegszoveten
kapott eredményeink szerint is, gliasejtek is kifejezhetnek NTPDaz enzimeket. Mivel az
ATP-nek nemcsak szinaptikus folyamatokban lehet kiemelt szerepe, de a
nemszinaptikus ingeriiletatvitelben is, igy az idegsejtekkel szoros kdlcsonhatasban 1évo
asztrocitik egyre inkabb az érdeklédés kozéppontjaba keriilnek "% Az
asztrocitatenyészeten elvégzett enzimhisztokémai reakcio a sejtek erdteljes ekto-ATPaz

aktivitasat mutatta (61. dbra).
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61. abra Asztrocitasejtek és nyulvanyaik ekto-ATPaz aktivitisat mutatja a

felsziniiket borité Ce-foszfat csapadék ''7 skala: 300 nm
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A tenyészetet a mar ismertetett LPS-sel kezeltiik €s ennek tobb kovetkezménye is lett.
Az egyik, hogy megnétt a sejtek fagocitotikus aktivitasa. Ezt két modon is ellendriztiik,
a 62. abran az Un. ,aranyetetéses” modszer eredménye lathatd. Az asztrocitasejtekben

megndtt a lizoszomak szama és azok vették fel a sejtek tapoldatdhoz adott 15 nm

e

atmérdju aranyszemcséket (62. dbra).

62. abra LPS-kezelt asztrocitasejt tenyészetben. Az endolizoszomalis vezikulak

aranyszemcse csoportokat tartalmaznak ''® (nyilak). skala: 300 nm

Ha ugyanezen kezelés utan nem aranyetetés, de ekto-ATPaz kimutatdsa kovetkezett,
szintén megfigyelhettiik a lizoszomdk megndvekedett szamat, de azt is, hogy az
enzimaktivitast jelzé csapadék a lizoszomak membranjaban is megtalalhaté volt,
valdszintileg ugyancsak az LPS hatdsdra megndvekedett fagocitotikus tevékenység

eredményeképpen (63. abra).
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63. abra Enzimaktivitast jelz6 Ce-foszfat csapadék asztrocitasejt membranjan és

lizoszomainak membranjan ''® (nyil, nyilhegy) skala: 300 nm

PMA"-kezelés utan ugyan megfigyeltek mar hasonld jelenséget emberi neutrofil
granulocitasejtekben *%°, de korantsem biztos, hogy egyszerli endocitézisrél van szo.
Endocitozis soran a membran minden komponense valamilyen lebomlasi utat kovetve
ujra felhasznalasra keriil, de az asztrocitdkban talalhato vezikuldk alakja és nagysaga
nem hasonlit az endocitotikus vezikulakéhoz. Feltételezhetnénk azt is, hogy a jelatvitel
szabalyozasanak egyik modjarol van sz6, a csapadékszemcséket tartalmazo vezikulak a
sejtben frissen képzddott enzimet szallitandk a felszinre — de ez az ekto-ATPazokrol
szerzett eddigi ismereteinknek mondana ellen. Akarmelyik folyamatrél legyen is szd

azonban, mindkett0hoz energia sziikséges, amit az ekto-ATP4z miikddése soran

* PMA: phorbol myristate acetate
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felszabaduld energia fedezhet. Az LPS kezelés hatdsara megndvekedd ekto-ATPaz

aktivitast fotometrids méréssel is igazoltuk (64 abra).
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64. abra LPS Kkezelés hatasa asztrocitatenyészet ekto-ATPaz aktivitasara. A mért
szervetlen foszfattartalom értékek a kezeletlen tenyészetben mért értékekre
vonatkoztatottak (100 % = 1.87+/- 0.07 uM Pi/tenyészet) ''®. (4-6 mérésbél szamolt
atlag+SD. *: P<0.05)

Az LPS alkalmazasaval végzett, gyulladasi folyamatot ,,modellez6” kisérleteink
megmutattak, hogy az ekto-ATPazoknak, legalabb is e folyamatok kezdeti szakaszaban,
valamilyen védo szerepe lehet azzal, hogy nagyobb mennyiségben képzddve képesek a
nagyobb koncentracioban megjelend ektonukleotidok elbontani.

A kisérletnek még egy meglepd felfedezése is volt. Egyes asztrocitadkban kaveolak is
megjelentek, és ezek a kaveolak szintén ekto-ATPaz aktivitast mutattak (65. abra).

Ez a kaveoldkhoz k6tddo enzim valdszintileg itt is az NTPDaz1, ami részt vehet a sejtek

kozotti purinerg jelatvitel modulalasaban is.
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65. abra LSP Kezelés hatasara képzodott kaveolak egy asztrocita sejtben,
sejttenyészetben ', A sejt belsejében lathaté vezikulakban ill. mint
membranbefiiz6dés megjelené kaveolakban ekto-ATPaz aktivitasra utalo

csapadék (nyilak) skala: 300 nm

Az, hogy az asztrocitdk tartalmazhatnak kaveoldkat, akkor (1999) még egyaltalan nem
volt 4ltaldnosan elfogadott, tobben miiterméknek gondoltdk. Ma, amikor a
kaveolinoknak mar az idegrendszerben is fontos szerepet tulajdonitunk, sem hissziik,
hogy a kaveolinok el6fordulasa egyben azt is jelenti, a kaveolak klasszikus formaju
megjelenésével kell szamolnunk az idegrendszer sejtjein. Amikor kaveolarol és nem
csupan kaveolinokrol beszélnek, az is leginkabb az un. "lapos” kaveoldkat jelenti **'*%.
Asztrocita sejttenyészeten végzett in vitro kisérletiink nyilvanvalova tette, nemcsak
endotélsejtek, gliasejtek is képesek a klasszikus formaju kaveoldk megjelenitésére és az

is kétségtelen, hogy ezek miikodd kaveoldk, hiszen benniik ugyanigy megtalalhat6 az
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aktiv ektonukleotiddz enzim, mint a simaizomsejtekben vagy endotélsejtekben. Nem
feledkezhetiink el arrdl, hogy a kaveoldk nagyobb szdmban valdo megjelenése egy
endotoxin hatdsara tortént, ahogy agyi kapillaris endotélsejtek esetében is. Ez azt
jelentheti, hogy mas patologias folyamatok, gyulladdsok ugyancsak kivalthatjak a
kaveolinl fokozott expresszidjat, akar kaveoldk megjelenését is, a kozponti idegrendszer

egy¢b sejttipusain is.

A kaveoldkkal és a hozzajuk kotddé NTPDaz enzimmel ill. ekto-ATPaz aktivitassal
kapcsolatos megfigyeléseinket tovabb bdvitette, amit multidrog rezisztens sejteken
tapasztaltunk. A kémiai kezelést szinte lehetetlenné tevd, emiatt is igen veszélyes
multidrog-rezisztencia kialakuldsa soran kimutathatd, hogy a kaveolinok expresszidja
megnd, és ezzel megvaltozik a sejtek koleszterinhdztartasa is **°. A legutobbi években
pedig azt is megtudhattuk, hogy egyes daganatos megbetegedések kialakuldsa soran a
rikos szovetek NTPDaz/NTPDéazl aktivitasa is megvaltozik '"'87227228 Ay
eredmények azonban nem egy iranyba mutatnak, vagy talan lehetséges, hogy
szOvetenként azért mas a reakcid, mert maguknak az ektonukleotiddzoknak eloszlasa
eredetileg sem azonos.

A kaveolinok és NTPDézok egylittesét az MCF-7 és multidrog rezisztens leszarmazottja,
az MCF-7-AdR (adriamicinre rezisztens) human emld karcindma sejtek tenyészetén
tanulmanyoztuk. Eredményeink az ekto-ATPaz aktivitds novekedésére utaltak (66-67.

dbra) 229,230 )
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67. abra MCF-7-AdR sejt. Az ekto-ATPaz aktivitast jelzé csapadék a sejt

belsejében talalhaté vezikulakban. Figyeljiik meg, hogy nem minden vezikula

jelolédott!
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A kaveoladkat két kiilonbozé immunreakcioval is azonositottuk (68-69. dabra), melyek

egyértelmiivé tették, hogy valdban kaveoldk.

v AR 5 .'IL“ LY 4 -~y ¢ &
68. abra MCF-AdR sejt részlete. ABC-DAB reakciétermék a kaveolak

membranjaban

69. abra Sztreptavidin-kapcsolt aranyszemcsék jelzik az MCF-7-AdR sejt kaveolait
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Western blot analizissel kimutattuk, hogy az MCF-7 sejtekben sem kaveolinl, sem
kaveolin2 nem talalhato (70. dbra). A multidrog rezisztens MCF-7-AdR sejtekben
azonban kétfajta kaveolint is taldltunk, a kaveolinl mellett a gyakorta

kisérémolekulaként szerepld, nala sokkal kevésbé ismert szerepili kaveolin2-t (71. abra).

MCF7 | Rt

MCF-T-‘: [
AdR '
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BC-19

70. abra Kaveolinl kimutatasa a sejtekbol készitett biokémiai preparatumban. A
jéghideg lizispufferben homogenizalt sejtekhez 1:1 aranyban 80 %-os cukoroldatot
adtunk, amit cukorgradiensre rétegeztiink. Ultracentrifugalas utan frakciokat
gyljtottiink, ezekbdl hasznaltunk az analizisre. A BC—19 sejteket kontrollként

alkalmaztuk, benniik kaveolinok nem talalhatok. ,,C” sav: kaveolinl kontroll.

1234567 89101112C

71. abra Kaveolin2 kimutatasa a sejtekbol készitett biokémiai preparatumban. A

frakcidk készitése és az analizis a kaveolinl-nél leirt modon tortént
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Erdekes nyomon kovetni a kaveolinokkal kapcsolatos valtozasokat. Az egészséges
epitélsejtekben talalhatok kaveoldk, mig ez az MCF-7 sejtekre ez nem jellemzd. A
tumoros sejteknek még a mikrofilamentum szerkezete is més. (4 kaveolinok és foképp az
aktinok kapcsolatat is egyre tobben vizsgaljak!) Valosziniisithetd, hogy a sejtek kozotti
kommunikacioban is torténtek valtozdsok. Az egészséges sejtekben az ekto-ATPaz

1 ;e
88. A tumoros transzformacid

aktivitas nagy része altaldban a kaveolakhoz kotott
hatdsara azonban eltlint a kaveoldk kialakitasdhoz sziiséges szerkezeti fehérje, a
kaveolin, és igy nincs sziikség arra a poszttranszlacidos modositasra sem, ami az NTPDaz
1-et a kaveoldhoz kapcsolna %°. A kaveolak hianyaban feltehetéleg nem koncentralodik a
tobbi jelatvitelben szereplé molekula sem, amelyek egymassal vald kapcsolatat még
nem, vagy csak részben ismerjiik. Talan ennek is része van abban, hogy beindul az a
reakcio, mely végiil a malignus transzformacié kialakuldsdhoz vezet — ahol ismét
megjelenik, méghozza bdéséggel, a kaveolin €és most mar a kaveolinhoz kotott NTPDaz
is. A tumoros transzformacio kiilonboz6 allomasai tehat a kaveolinok és az NTPDéazok
esetében is valtozast idéznek el6. Ha a kisérleti eredmények ma még sok esetben
ellentmonddnak tiinnek is, ez nem valtoztat azon a tényen, hogy a kaveolinok és
NTPDazok viszonyanak, a purinerg szabalyozasnak feltarasa ezekben folyamatokban
gyogyaszati jelentOséggel is bir. Egyes in vitro kisérletek arr6l szamolnak be, hogy
extracellularis ATP a P2 receptorok aktivalasaval gatolta daganatok kialakulasat '
és emiatt a daganatos terapiaban valé lehetséges alkalmazasukat fontolgatjak. **>2**,
Lehetséges, hogy a jelatviteli folyamatokban okoz zavart az NTPDazl hidnya, és ez
elOsegiti a tumoros transzformdaciot, de ugyanigy az is elképzelhetd, hogy az enzim
aktivitasdnak csOkkenése-eltiinése €pp a tumoros transzformacié eredménye. ,,Csak”

ennek a kérdésnek megvalaszoldsa is fontos 1épés lehet a daganatos betegségek

gyogyitasaban.



93

OSSZEGZES

A purinerg jelatvitel megértése és esetleges szabalyozdsa nem lehet teljes az eko-
ATPazok/NTPDazok és purinoceptorok s a most mdar bizonyitottan mindkettével

kapcsolatban 4116 kaveolinok-kaveoldk viszonyanak feltarasa nélkdil.

Kimutattuk az ekto-ATPéazokat szamos sejtben, kiilonbozé szovetekben és fajokban és
ennek soran megéllapitottuk, hogy eloszlasuk eltéré fajok azonos szdvetében is
kiilonbozo lehet. Az NTPDazok koziil az NTPDaz1-et és NTPDaz2-6t azonositottuk, igy
errdl a két enzimrdl kimondhat6, hogy kifejezddésiik fajspecifikus.

Leirtunk olyan sejteket is (pl. emberi hasnydlmirigy duktdlis epitélsejtjei) melyek
tartalmaztdk ugyan az enzimet (NTPDaz1), de inaktiv formaban. Elképzelhetd, hogy ez
is a fajspecifitas egy megjelenési formdja, hiszen a fehérje pl. egér esetében ugyanilyen
sejtekben aktivitast mutatott.

Fajspecifitasra utalhat NTPDaz2 esetében is az a tény, hogy egér szovetek ereinek
endotélsejtjeiben azonositottuk a sejtek bazalis oldalan, mig patkdny ¢és emberi

szOvetekben csak az erek tamasztdsejtjeiben mutattak ki.

Kisérleti eredményeink alatamasztottak, hogy endotél- és izomsejtek mellett jelentds
ekto-ATPaz aktivitassal rendelkezd sejtek kozé tartoznak az idegszovet sejtjei is,
azonban eloszlasuk az idegi és gliaelemeken fajtol fliggd, ezért minden bizonnyal
feladatuk is kiilonboz6. Nemcsak a kozponti idegrendszer kiilonb6zd teriiletein,
ganglionban, de emberi és egér pankredsz idegi elemein is leirtuk az NTPDazl-et ill.
NTPDaz2-t, ami ezeknek az enzimeknek a purinerg szabalyozasban vald széleskori

szerepét igazolja.

Tobb sejtféleségben is kimutattuk, hogy a kaveolak ekto-ATPaz aktivitdsu enzimet
tartalmaznak és immunfestéssel igazoltuk is az NTPD4azl jelenlétét. Megéllapitottuk,
hogy egy poszttranszlaciés modosulas sziikséges a kaveolin és az NTPDazl kozotti

kotés 1étrejottéhez. Enzimhisztokémiai és biokémiai aktivitasmérésekkel igazoltuk, hogy
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itt az NTPD4azl1 sok, a kaveoldkban szintén megko6tédd receptorfehérjével, jelatvitelben

szerepld molekulaval ellentétben aktiv formaban rogziil.

Endotélsejtek kaveoldiban azonositottuk az NTPDaz1 mellett a P2Y1 receptort is. Mas
P2 receptort a kaveolakban nem taldltunk, s ez jelezheti, hogy az NTPDazok csak
bizonyos purinoceptorokkal miikddnek egyiitt, ami, a kiilonb6z6 purinoceptorok eltérd
eloszlasat ismerve, az NTPDazok szerepét a purinerg folyamatok térbeli

szabalyozasaban is felveti.

Az ekto-ATPazok/NTPDazok sokoldalusagat bizonyitja, hogy a purinerg szabalyozason
kiviil sejtkapcsolatok 1étrehozasaban, stabilizalasaban, ezzel egy szovet-szerv
struktirajanak kiépitésében is részt vehetnek, mint ezt emberi hipofizis tenyészeten ¢€s

szOveten bemutattuk.

Adatokat nyertiink arrol, hogy az enzim expresszidja ¢és aktivitdsa nemcsak a
szomszédos sejt ill. az onnan érkezd jelek hatasara valtozhat, de befolyasolhatjak élettani
vagy annal is kisebb dozisnak megfeleld sugarzasok, patologias folyamatok is. Ilyen
esetekben az enzim aktivitdsdnak-expresszidjanak novekedését figyeltiik meg, ami az

NTPDazl1 a sziv-¢s érrendszerben mas szempontbol mar leirt védo szerepét erdsiti.

A tumoros transzformaciok soran ugyancsak valtozik az enzim kifejezddése, aktivitasa.
Egyrészt megfigyeltiik aktivitasinak csokkenését a tumorok kialakulasakor (emberi
hasnyalmirigy adenokarcinoma), masrészt aktivitdsanak nagymértéki novekedését
multidrogrezisztens sejtekben. Valdszinii, hogy az expresszidvaltozas mindkét esetben a
sejt talélését segiti, csak amig a rakos sejt esetében a sejtek megndvekedett motilitasat
ugy tlinik, az enzim inkabb akadalyozna, a multidrogrezisztens valtozatnal mar a sejt
¢letben maradasat, talélését segiti.

In vivo és in vitro kisérletekkel igazoltuk, hogy a kaveoldk megjelenése, kaveolin-
tartalma ¢€s a sejtek ekto-ATPaz aktivitasa kozott gyulladasi folyamatokban és multidrog

rezisztencia kialakuldsakor 0sszefliggés van.
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Reményiink szerint a fentebb felsorolt, az NTPDazok ¢és kaveoldk kapcsolatdnak
megismeréséhez hozzajaruld, kiemelt eredményeinknek része lehet abban, hogy az

NTPDézokat és kaveolinokat mihamarabb alkamazzék a gydgyaszatban.

A sziv-és érrendszeri elvaltozdsok okozta megbetegedések, valamint a daganatos
betegségek  (kiilonos  tekintettel a ma még  gyogyithatatlannak  tekintheto
hasnyalmirigydaganatokra és a multidrogrezisztenciara) igen nagy terhet ronak a
tarsadalomra. Magyarorszagon a kardiovaszkularis megbetegedések foglaljak el az elso
helyet a haldlokok népességi statisztikdjaban. E betegségek dontd tobbségének
hatterében pedig az érrendszer aterotrombotikus elvaltozasa all. A meghatarozé
rizikotényezOk kozott a magas vérnyomads utan az endotél diszfunkcid szerepel, s ebben
el nem hanyagolhat6 szerepe van az NTPDazl1 aktivitds csokkenésének. Az endotelidlis
NTPD4z1-r6l minden vizsgalt szoveten hasonld eredményt kaptunk. A vad tipusu és
génkiiitott egér szovetein kapott enzim-és immunhisztokémiai vizsgalatok azt is
tanusitottak, hogy az ekto-ATPaz aktivitds annyira fontos, hogy az NTPDazl hidnya
esetében az NTPDaz2 jelenik meg nagyobb mennyiségben és probalja meg legalabb
részben atvenni az NTPDazl szerepét és ezzel hozzajarulni az egyed életben
maraddsdhoz. Mindez  tdmogatja az NTPDazl fehérje szolubilis formajajanak
(solCD39) kezelések, mutétek soran valo alkalmazasat, hiszen a trombotikus folyamatok

kialakuldsanak megakadalyozasa csokkenti a miitéti komplikaciokat.

A kaveolinokra is ,,fényes jové” varhat a betegségmegeldzésben és gyogyaszatban. A
kaveolin3 izombetegségek kialakuldsdban vald fontossdga mar régen nem vitatott, a
kiilonb6z6 kaveolinok és a tumoros folyamatok, a multidrog rezisztencia kialakulasa
kozti kapcsolatrol naponta jelennek meg ujabb eredmények. A kisérleteink szerint
ischemiara, gyulladasi folyamatok okozta elvaltozasokra a kaveolin3-nal joval kevésbé
érzékenynek tiind, szivizomsejtekben eldszor altalunk megtalalt kaveolinl-nek esetleg
épp a kardiovaszkularis megbetegedések kezelésében jut majd szerep. Ez anndl is
konnyebben elképzelhetd, mert a kaveolinl szérumbol torténd kimutatdsat maris

megoldottak **°.
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