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A HISZTONOK TIOL-DISZULFID CSOPORTJAINAK S7ZEREPE
AZ ENZIMINDUKCIOBAN

I. Egérmaj hiszton SH/6SH arinyanak valtezasa etil-fenil-barbiturat
adagolas hatasara

Blazsele V. A., dr. Feszt Gy.. Kiss L

A kisérleti allatok majsejtjeiben bizonyos gyogyszerek adagolasa utan
a gyogyszerek anyagcseréjében résztvevé mikroszéoma enzimek aktivitasa-
nak fokozddasa (indukadlasa) figvelhetd meg (1, 2). Habar az enziminduk-
cio kutatiasa évek oOta az érdeklédés kozéppontjiban all, ennek mechaniz-
musa — kiilonosen az emldsdk sejtjeiben -- ma is nyitott kérdés. Mai
ismereteink alapjan az enzimindukcié mechanizmusinak harom tipusat
tételezhetjiik fel (1). Elképzelhetd, hogy az induktor molekula a génmi-
kodés végtermékével — az enzimmel — lép kolesonhatasba. Az igy ki-
alakul6 induktor-enzim komplexr nem teszi mar lehetévé az enzimmole-
kula lebontasat, vagy pedig kivédi az enzimszintézis feed-back gatlasat. A
masodik lehet6ség szerint az enziminduktor ugv is ndvelheti az enzim
aktivitasiat, hogy kozvetlenil reagil a reguldtorgén, esetleg az operator-
gén DNS-molekulaival. Az emlitett gének miksdésének megzavarisa el-
keriilhetetleniil a represszor hatas megszlinéséhez, vagyis a strukturgén
muikodésének fokozodasahoz, a fajlagos m-RNS szintézis noveléséhez ve-
zet. Végll, arra is gondolhatunk, hogy az induktor molekula koézvetleniil
reagal a regulatorgén altal termelt represszorral (18), esetleg mas, alta-
lanos represszorral is, mint pl. a hisztonokkal.

Az Ujabb molekularis genetikai kutatisok eredményei arra utalnak,
hogy a génaktivitist szabalyozo represszor anyagok szerepét — maga-
sabbrendii szervezeteknél — a hisztonok is betdlthetik. Ismeretes. hogy
ezekkel a bazikus fehérjékkel az m-RNS bioszintézist gatolni lehet (3).
Az is kimutathat6, hogy a hisztonok acetildlasinak (4), metilezésének (5),
foszforilalasanak (6), illetve oxidalasanak (7, 8) mértéke és a megfeleld
sejtekben megfigyelt anyagcsere valtozasok kozétt kapesolat van. Ugy lat-
szik tehat, hogy a hisztonok génszabalyozé szerepe molekuldjuk szerke-
zetének megvaltozasaval valdsulhat meg.

Egyik ilyen szabalyozasi mod a hisztonok tiol diszulfid csoportjai ara-
nyanak valtozasa lehetne. A cisztein jelenléte egyik hiszton frakcidban
(F3-hiszton), ahogyan ezt mar évekkel ezelstt kimutattuk (9), és az a tény,
hogy a tiol csoportoknak kiilonleges biolégiai jelentdsége van, valéban
lehetdséget nyujt egy strukturilis (konformacids) valtozason alapulé gén-
regulaciéra. Ezt a feltételezést egész sor megfigyelés tamasztja ald, amint
ez a kivetkezokbdl kideriil. A hisztonok ciszteintartalma fajspecifikus
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(10). Az inter-, ill. metafazisban 1évd sejtek hiszton tiol diszulfid aranya
jelentos kiilonbséget mutat (8). Regeneralédd (11) vagy pedig kortizonnal
stimulalt (12) majsejtekben a hisztonok tioltartalma nd. Az F3-hiszton
diszulfid (oxidalt) formajanak sokkal kifejezettebb a DNS matrica (temp-
lat) aktivitasat gatlé hatasa, mint a redukalt (tiol) hisztoné (13). A meg-
termékenyitett éti slin (Echinus esculentus) csirasejtek osztdédasanak elsd
oraiban a sejtmagok savban oldédé fehérjéinek tioltartalma szintén néd
(14). Az etionin okozta pankreasz degeneraciénal viszont a hisztonok 6sz-
szes-tioltartalma cstkken (15). A hiszton-tiol mennyiségének fokozodasa
a fitohemaglutininnel stimulalt limfocitakban is észlelhetd (16).

A barbitursav szarmazékok — igy az 3-fenil-5-etil-barbitursav (PB)
is — igen kifejezett enziminduktorok (1. 2). Bar a PB enzimindukalé ha-
tasat intenziven kutatjak, ennek pontos mechanizmusa még nem ismere-
tes. Miutin a PB adagolasnak kimutathaté befolyasa van nemcsak a hisz-
tonok anyagcseréjére (17), hanem a DNS és a hisztonok kozti molekularis
kapcsolatra is (17), feltételeztiik, hogy a PB elsddleges hatisa az atiras
(transzkripcid) szintjén nyilvanul meg, vagyis a PB a génaktivitast koz-
vetleniil befolyasolja. Egyaltalin nem ismeretes a hisztonok redox alla-
potinak szerepe a génregulicidoban, de amint azt lattuk, t6bb kisérlet
eredménye amellett sz6l, hogy egyrészt a fehérje-bioszintézis fokozodasa
és a hisztonok redukalt allapota (SH 6SH no) osszefuggésben van egy-
maéssal; masrészt ezeknek a fehérjéknek oxidalt allapota (SH 6SH csok-
ken) és a génmiikodés gatlasa szintén egyiitt jelentkezik.

Ennek alapjan mi megvizsgaltuk: vajon a PB-adagolas — fehérjék
bioszintézisét fokozd anyag — befolyasolja-e a PB-vel kezelt egerek maja-
bol kivont hisztonok SH/6SH aranvat a kezeletlenekéhez viszonyitva? Egy
ilyen Osszefliggés feltarasa lényeges hozzajarulast jelenthet az enzim-
indukcid, ill. a PB hatas molekularis alapjainak tisztdzasihoz.

A kisérleteinkhez him, 24—25 gr-os, normal taplalékon tartott fehér-
egereket hasznaltunk, A majak eltavolitisdhoz az egereket reggel 8—10
6ra kozott dekapitalassal 6ltiik meg, majd a majakat 3 percen belill
—60 C’-ra hiitsttiik le. A sejtmagokat 0,44 M-os szacharoz (pH 5.0) oldat-
ban izolaltuk (20). Az igy nyert sejtmagokbol el3szdr az Gssz-hisztont von-
tuk ki, majd az Fl-hisztont 5%-os triklérecetsav koncentraciénal tavolitot-
tuk el (18). Az F2 és F3 hisztonokat tartalmazé kivonatban az SH-, ill.
SS-csoportok mennyiségét egy elézoleg mar leirt eljarassal hataroztuk meg
(18, 19).

Naponta egyszer adagolt (100 mg kg, i. p.) PB 96 6ra mulva 50%-os
— statisztikailag szignifikdns — SH-tartalom novekedést idézett eld a
hiszton kivonatban. Hasonlé korilmények kozott, fiziolégias oldat hata-
sara az SH tartalomban valtozast nem észleltink (1. tablazat). Az SH 6SH
hanyados értékének névekedése arra utal, hogy a hiszton-SS csoportok
redukcioja az enzim-induktor adagolas negyedik napjan valik kifejezetté.

A PB indukalé hatis koran, mar 3 6ra miulva kimutathaté (22), de a
méij mikroszoma enzimek aktivitisa 72—96 6ra mulva lesz maximdlis
(1). A mikroszoma fehérjék Gsszmennyisége is lassan nd, szintén 96 6ra
utdn éri el a csucsértékét (21). Az altalunk ¢szlelt hiszton-tioltartalom
novekedési liteme az elGbbiekhez hasonlé keépet mutat. a kifejezett val-
tozas a késdi szakaszra esik.
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Az indukilt enzim-bioszintézis 72—96 oras novekedési maximuma-
val szemben az RNS-bioszintézise 24 6ra alatt eléri legnagyobb értékét
(22). A hiszton-tioltartalom fokozodasa, a hisztonok redox allapotanak

1. tdblazat
| ’ Kezelés ' PB adag
Kisérlet l n | idétartama  mg'5 g SH.6SH#
! K ora ' egér
1. 18 96 fiziol. 0,2510,09
oldat
2, 16 30 1X2,5 0,2710,1
(perc)
3. 15 24 2X2,5 0,31%0,1

4. 16 96 5X2,5 0.5310,09%*

* gsszes-SH = SH -+ redukalt SS
n = allatok szama
** n (4—3) < 0,01

megvaltozasa, tehat nem az m-RNS-bioszintézisének szakaszaval, a gén-
aktivalasi szakasszal, hanem a hiszton-bioszintézissel (17), ill. az ezzel
parhuzamosan végbemené DNS-bioszintézissel (23) esik egybe. Fitohe-
magglutininnel stimualt limfocitdkban is teljesen azonos lefutist a hisz-
ton-tioltartalom valtozasa (16).

Eszlelésiink jelentSsége még nem vilagos, de annyit megallapitha-
tunk, hogy a PB hatisinak kezdeti szakasza és a hisztonok redukcids
(aktivalasi?) szakasza nem esik egybe. Tovabbi kisérletek sziikségesek a
megfigyelt valtozasok részletesebb tanulmanyozasidhoz és az enziminduk-
cidoval valo kapcsolatuk feltarasahoz.*

A szerkeszt3ségbe érkezett: 1975, julius 21-én.
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