BATRACHOTOXIN ES AKONITIN HATASA
VAZIZMOK MEMBRANPOTENCIALJARA
ES TRANSZPORT FOLYAMATAIRA
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Az ingeriiletvezetd membranok miikodését vizsgalva kiilonos jelentdségii-
nek tiinik a membran natrium-csatornajanak szerepe. HongkIN alapvetd vizsga-
latai 6ta bizonyitott, hogy az ingeriileti folyamat kialakuldsaban ezeknek a
struktiridknak nélkiilozhetetlen szerepiik van. A nyugalomban 1évé izom-
membran natrium permeabilitasa atlagosan egyszazada a kalium-permeabilitas-
nak. Az ingeriileti folyamat alatt a natrium-permeabilitas kb. 500-szorosara né,
s igy valik lehet6vé, hogy a gyors natrium-csatornan keresztiil a kb. 10-szeres
iongradiens, valamint a membran belsé oldalan 16v§ negativ toltések a natrium
bearamlasanak gyors, de 4tmeneti novekedését hozzak létre (18—24).

A natrium-csatorna miikodésére vonatkozé gazdag irodalombél Kaur-
MANN modelljét mutatom be az elsé abran (26). Mint lathaté, a natrium-
csatornanak tulajdonképpen két kapuja van, egy kiils6, mely a membran-
felszinhez van kozelebb s egy belsé. A nyugalomban 1évé membranon a kiilsé
kapu zarva van s igy ezen keresztiil natrium ionok nem juthatnak be. Az inge-
riilet — fiziolégias koriilmények kozott a propagalé akciés aram — aktivalja a
natrium-csatornat, azaz kinyilik a kiilsé kapu és megindul a natrium ionok
gyors bearamlisa. Ez a folyamat azonban rendszerint ms-nal révidebb ideig
tart, mert az aktivalédas kovetkezményeként zarul a belsd kapu, azaz bekovet-
kezik az inaktivalédas és a tovabbi natrium bearamlds megsziinik. Az egész
folyamat reverzibilis, s az ingeriileti folyamat lezajlasa utan mindkét kapu
visszaall a nyugalmi helyzetébe.

A natrium-csatorna miikodésének mechanizmusa érthetd médon egyre
inkabb az érdeklddés elGterébe keriil, mert csak igy juthatunk kozelebb az
ingeriileti folyamat megértéséhez, és igy ismerhetjitk meg az ingeriileti folya-
mat befolyasolhatésaganak dj vitjait. Ilyen irany vizsgélatok egyik gyiimoleso-
z§ dtja olyan viszonylag szelektiv drogok alkalmazasa, melyek a csatorna mii-
kodését befolyasoljak. Jellemz példa erre vonatkozéan a tetrodotoxin (TTX).
E halméregrél kimutattak, hogy még 108 g/ml koncentraciéban is viszonylag
szelektiven gatolja a gyors natrium-csatornat s ezért megakadalyozza a nat-
rium-permeabilitas novekedését, a natrium bearamléas fokozédasat s igy az
ingeriileti folyamat nem johet 1étre (17, 25, 30, 31). Ugyanakkor a membran
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1. dbra. KAUFMANN modellje a gyors Na-csatorna miikodésére vonatkozéan. A csatornanak 2
kapuja van. A kiils§ viszonylag kozelebb van a membrén kiils§ felszinéhez, mig a belsg kapu
a membran bels§ felszinén talalhaté. Nyugalomban (1. fézis) a kiils6 kapu zdrva van. Depola-
rizacié hatdsara megnyilik (2. fazis) egy kiilonleges aktivalé mechanizmus eredményeként (1.
sz. ordog). A Na-ionok elektrokémiai gradiensiiknek megfelelGen haladhatnak 4t a membranon.
Ez valtja ki az inaktivaléd4si mechanizmust (2. sz. 6rdog), amely zirja a belsé kaput (3. fazis)
és leallitja a tovabbi ion-dramot. A csatorna vezetSképessége restitudlédik (4. fazis), a kiilsg
kapu tjra becsukédik, mig a belsg kapu kinyilik (3. sz. 6érdog). (KaAurmany 11)

egyéb sajatsagait hasonl6 koncentracioban nem befolyasolja. Ily médon a TTX
segitségével az ingeriileti folyamat mechanizmusara vonatkozéan sok hasznos
informaci6t nyertiink.

A DOTE Elettani Intézetében az elmult 10 évben behatéan tanulmanyoz-
tuk a kilonb6z8 veratrum alkaloidak vAzizom membranra kifejtett hatasat.
Megallapitottuk, hogy a veratrum alkaloidak nemecsak depolarizaljak az izom-
membrant, hanem a membranpotencial kifejezett és szabalyos ritmusd ingado-
zasat, oszcillacigjat is kivaltjak, mely megfelel§ kisérleti koriillmények kozott
15—20 é6ran keresztiil is megfigyelhet (36, 38, 39). Eredményeink szerint a
veratrum alkaloiddk sem depolarizaciét, sem membranpotencial oszcillaciét
nem valtanak ki, ha az alkaloidaval valé kezelés el6tt az izmot natrium mentes
oldatban ekvilibraltatjuk (9, 36). Ezen tidlmenden a mar kialakult membran-
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hatasok is reverzalhaték ha natrium mentes oldatban folytatjuk a normal
Ringerben cevadinnal kivaltott membranjelenség regisztralasat (9). E meg-
figyelések egyértelmlien bizonyitottdk az extracellularis natrium-ionok nél-
kiilozhetetlen voltat a veratrum alkaloidakkal kivaltott membranhatasokban.
Ezen tidlmenden az is bebizonyosodott, hogy az tlgynevezett gyors natrium-
csatornak jatszanak szerepet ezekben a folyamatokban, amennyiben TTX
kezeléssel meg lehet akadélyozni a veratrum alkaloidak membranhatésainak
kialakulasat, s6t a mar kialakult membranhatasok is megsziinnek TTX hata-
sara (9, 36).

Az emlitett eredmények meggy6zGen bizonyitottak, hogy a veratrum
alkaloidak valéban hasznosak lehetnek a natrium-csatorna miikodésének tanul-
ményozasaban. E vonatkozasban figyelemre mélté az a megfigyelésiink, mely
szerint a cevadin hatasara kifejlédott legelsé potencial valtozasok idGparaméte-
rei tébb nagysagrenddel eltérnek egymastol és jogosnak latszik az a feltevés,
hogy az egymast kovets potencial valtozasok egyes paramétereinek jelentds
valtozasa a natrium-csatorna atalakulasaval magyarazhaté (11).

Elméleti és gyakorlati szemponthél egyarant érdemes figyelni a natrium-
csatorna miikodését tobbé-kevéshé szelektiven befolyasolé alkaloidak hatasa és
szerkezete kozotti osszefiiggést. A veratrum alkaloidak vonatkozasaban pl.
OnTA és NARAHASHI vetették fel, hogy osszefiiggés lehet az egyes veratrum
alkaloidak C, és C, atomjai kozotti oxigénhid és az illetd alkaloidak depolari-
zalé hatasa kozott (33). Az altalunk eddig vizsgalt és hatasosnak talalt verat-
rum alkaloidak valéban tartalmaznak oxigénhidat a C, és Cy atomok kozott s
igy lényegében sajat eredményeink egybehangzéak voltak OHTA és NARAHASHI
elébb emlitett feltevésével. A drogok struktiraja és membranhatasai kozotti
osszefiiggések vonatkozasaban kivanatosnak latszott, hogy a veratrum alkaloi-
dakkal végzett kisérleteinket kiterjessziik mas olyan drogokra is, melyek vi-
szonylag szelektive befolyasoljak a natrium-csatornat, de szerkezetiik lényege-
sen eltérd. Ilyen szempontok alapjan valasztottuk ki a batrachotoxint (BTX)
és az akonitint, melyek a veratrum alkaloidakéhoz némileg hasonlé médon
befolyasoljak a natrium-csatorna miikodését, de csak a BTX tartalmaz oxigén-
hidat a C; és Cy atomok kozott, az akonitin nem (1, 3, 4, 7, 14, 28, 29, 32),
(2. abra).

Elsé kisérleteinkben normal Ringerben inkubalt sartorius izmokon vizs-
galtuk 1 uM BTX hatasat. Megallapitottuk, hogy 30—60 perc alatt 55,0 - 12
mV-os depolarizacié alakult ki, de membranpotencial oszcillaciot egy kisérlet-
ben sem figyeltiink meg. Ezért a tovabbiakban klorid-mentes (glutamat) Ringer
oldatban inkubalt izmokon végeztiink kisérleteket, minthogy korabbi eredmé-
nyeink szerint a vazizom membran érzékenyebbé valik a veratrum alkaloidak-
kal szemben klorid-mentes milidben (10 12,).

Egy jellemzé regisztratum lathaté a 3. abran. E kisérleteinkben az izom-
par mindkét tagjat dgynevezett szeparalé kadban inkubaltuk, mely lehetové
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CEVADIN

2. @bra. A kisérletekben alkalmazott drogok szerkezeti képlete

teszi az izom véglemez mentes (aneuralis) részének gumi-membrannal valé
elkiilonitését a neuralis résztdl (15, 16). A neuralis részt natrium-mentes (kolin)
Ringer oldatban inkubaltuk, hogy az izomnak erre a részére az aneuralis részrél
a depolarizaciés folyamatok ne terjedhessenek at. Az izmokat a BTX kezelés
elétt 2 6ran at klorid-mentes (glutamat) Ringer oldatban ekvilibraltattuk, majd
a par mindkét tagjat BTX-al kezeltiik. Lathat6, hogy a par mindkét tagjan
depolarizacié alakult ki BTX hatéasara, de ezenkiviil mindkét izmon membran-
potencial oszcillacié is lathat6. A BTX kezelés befejezése utan az izompar egyik
tagjat BTX-mentes Ringerben inkubaltuk tovabb s a fels6 gorbe mutatja,

a0254M BATRACHOTOXIN

CI” mentes (glutamat) Ringer

10mV

T5perc

_025uM BATRACHOTOXIN , 107 g/ml TTX
Cl” mentes (glutamat) Ringer

3. dabra. Batrachotoxin depolarizalé és membranpotencial oszcillaciét kivalté hatdsanak regiszt-
rdldsa szeparalé kadban inkubalt m. sartoriusok aneuralis részén extracelluldris elvezetéssel
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hogy a BTX membranhatasa reverzibilis. Kétségkiviil meglehet8sen hosszi id6
volt sziikséges mind a repolarizaciéhoz, mind a membranpotencial oszcillacié
megszilinéséhez. Jellemzonek tartjuk azt a megfigyelést, hogy a repolarizaciéval
egyidejiileg né az oszcillaciés hullimok amplitidéja. Hasonlé megfigyelésiink
mar a veratrinnal is volt, amikor a mar kialakult membranpotencial oszcillacié
stadiumaban alkaloida mentes Ringer oldattal mostuk, ill. inkubéltuk az izmot
(40). Az abra alsé gorbéje azt mutatja, hogy ha 10=7 g/ml TTX-el kezeljiik az
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4. dbra. Batrachotoxin hatdsa normal és glutamat Ringerben inkubalt izmok 2!Na felvételére.
Az izomparok egyik tagjat 2 éraig ekvilibraltattuk glutamat Ringerben. Ezt kovetden a teszt
izmokat 45 percig 1 uM batrachotoxint tartalmazé inaktiv majd 20 percig ?!Na-ot tartalmazé
aktiv glutamat Ringerben inkubéltuk. Egyidejiileg a kontroll izmok 45 percig inaktiv majd

20 percig aktiv glutamat Ringerben voltak. Az oszlopok magassdga a 24Na felvétel atlagértékét,
a fiigg6leges vonalak a szérast (S. D.) mutatjak

izmot, akkor a membranpotencial oszcillacié azonnal megsziinik és a membran
viszonylag gyorsan repolarizal. E megfigyelések részben arra engednek kovet-
keztetni, hogy az oszcillaciés aktivitas és a depolarizacié is a gyors natrium-
csatorna miikodéséhez kitott folyamat. Masrészt az oszcillacié amplitudéjanak
a repolarizaciéval egyidejilileg megfigyelt novekedése valdszintileg a jelenség
membranpotencial fiiggésével magyarazhaté, amint azt a cevadinra vonatkozé-
an mar bebizonyitottuk (13).

Ezek utan érdemesnek latszott a BTX natrium transzportra kifejtett
hatasat is parhuzamba allitani a veratrum alkaloiddk natrium transzportra
kifejtett hatasaval. A ?!Na-al végzett natrium-felvételt és leadast KEYNES és
SWAN (27) médszerével, a szamitasokat pedig CALDWELL és KEYNEs (2) eljarasa
szerint végeztiik.

A 4. abran mutatjuk be 12, ill. 6 izomparon végzett kisérletiink atlag-
eredményeit. Az elsd oszloppar mutatja, hogy a glutamat Ringerben inkubalt
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izmokon kb. 2-szeresére nétt az izmok *Na felvétele 1 uM BTX hatasara. Lat-
haté tovabba, hogy az izmok nyugalmi ?!Na felvétele normal Ringerben és
klorid-mentes miliben hibahataron beliil azonos. Végiil a masodik oszloppar
azt mutatja, hogy a normal Ringerben inkubalt izmokon 1 uM BTX héarom-
szorosara noveli az izmok ?*Na felvételét.

Tovabbi kisérleteinkben a natrium leadasra kifejtett BTX hatast vizsgal-
tuk. Az 5. dbran illusztralt kisérlet tipusban a >*Na-ot az izompar mindkét tag-
jan klorid-mentes glutamat Ringerben adattuk le. A deszaturéiciés periédus
90. percétdl 1 6ran at az izompar egyik tagjat BTX-el kezeltiik. Mint lathato,
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5. dbra. Batrachotoxin hatédsa normal és glutamat Ringerben inkubélt izmok 2!Na leadaséra.
Az izompiérokat 2 6rdig inaktiv glutamat Ringerben majd 3 éraig 24Na-t tartalmazé aktiv
glutamat Ringerben tartottuk. Az izmok deszaturiciéjat is glutaméat Ringerben végeztiik

BTX hataséara a 2*Na leadas sebességi allandéja dtmenetileg kb. kétszeresére né.
Hangsiilyozzuk a valtozas atmeneti jellegét, mert rendszerint még a BTX keze-
1és kozben csaknem a kezelés el6tti szintre all vissza a 2Na leadas sebességi
allandéja. Ez a megfigyelés is teljes mértékben megegyezik a veratrum alka-
loidakkal végzett hasonlé kisérletek eredményeivel (39). A mechanizmust
illetGen ez esetben is tgy gondoljuk, hogy tulajdonképpen nem a BTX kézvet-
len 2¢Na leadast fokozé hatasarsl van szé, hanem a BTX altal kivaltott depola-
rizacié noveli dtmenetileg a natrium leadas rate-koefficiensét.

Minthogy a natrium-transzport vonatkozasaban a fentiek szerint a BTX
hatasat hasonlénak talaltuk a veratrum alkaloidak natrium-transzportra ki-
fejtett hatdsaval, feltételeztiik, hogy hasonlé lehet viztranszportra kifejtett
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hatéasuk is. Korabban ugyanis megallapitottuk, hogy a veratrum alkaloidak
hatasara jelentds vizfelvétel figyelhetd meg a vazizmokon (5, 6). Nagyon valé-
szinlinek latszott, hogy ez a kifejezett vizfelvétel a fokozott natrium felvétel
kovetkezménye vagy kisérd jelensége. Ebben a vonatkozasban mar a cevadin-
nal végzett kisérletek érdekes osszefiiggésre hivtak fel a figyelmet, amennyiben
megallapitottuk, hogy a veratrum alkaloidakra jellemzd fokozott vizfelvétel
elmarad klorid-mentes Ringerben ekvilibraltatott izmokon (12).

A 6. abran mutatjuk be 10 izomparon végzett kisérletiink atlag eredmé-
nyeit. A parok egyik tagjat normal, a masik tagjat glutamat Ringerben inku-
baltuk a kisérlet egész ideje alatt. Mint az ,,A” oszloppar mutatja, a kétoras
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0. dbra. Batrachotoxin hatdasa normal és glutamét Ringerben inkubalt izmok nedves-sily val-

tozasara. Az ,,A” oszloppéar 2 6ras normal, illetve glutamat Ringeres, a ,,B”, ,,C”, illetve ,,D”

oszloppéar a batrachotoxin kezelés 1., 2., ill. 16. érajdnak végén mért nedves-silyt mutatja a
kiindulasi érték szdzalékaban. A kisérlet kezdetén mért silyt tekintettiik 1009, -nak

normal, ill. glutamat Ringeres inkubalas utan nem volt értékelhetd kiillonbség.
Ezt kovetSen az izmokat 1 uM BTX-el kezeltiik. Mint lathaté, a normal Ringer-
ben inkubalt izmok ugyanigy vizet vesznek fel BTX hatasara, mint veratrin
hatasara. Lathaté tovabba, hogy klorid-mentes (glutamat) miliében ez a viz-
felvételt noveld hatas elmarad. Az a tény, hogy a 16 6raig glutamat Ringerben
inkubalt izmok atlagos nedves-silya 109,-0s csokkenést mutat a kiindulasi
értékhez viszonyitva, nem a BTX kezelés kovetkezménye, mert kb. hasonlé
nedves-sily csokkenést tapasztaltunk korabbi kisérleteinkben is, melyekben
alkaloida mentes glutamat Ringerben inkubaltuk az izmokat hasonléan hosszi
ideig.

Végiil a bevezetésben emlitett szempontok alapjan tovabbi kisérleteink-
ben az akonitin vazizom membranra kifejtett hatasat tanulmanyoztuk. Normal
Ringerben inkubalt izmokon lényegében a BTX-hez hasonlé eredményeket
kaptunk, amennyiben csak depolarizacié fejlédott ki akonitin hatasara, de
membranpotencial oszcillacié nem.
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A 7. abran lathaté egy jellemz§ kisérletiink, melyben alacsony Ca tartal-
mu glutamat Ringerben inkubaltuk az izmokat. Mint lathaté, az akonitin
kezelés 3. félorajaban intracelluléris regisztralassal nyert goérbe szabalyos
membranpotencial oszcillaciét mutat, kb. 50 mV-os amplitudéji és nagyon
alacsony frekvenciaji hullamokkal. Az abra alsé részén 1év6 nagyobb idéfel-
bontassal regisztralt hullam ugyanazokat a jellegzetességeket mutatja, mint a
veratrum alkaloidak hatasara kialakult hullamok.

10mM akonitin 045 mM Cd‘tart. Glutamat Ringer

60

10mM akonitin 045mM Cd%art.Glutamat R.

L 1
101 102

7. dbra. Akonitin hatasdra kialakulé membrénpotencial valtozdsok intracellulédris regisztra-
tuma. Az akonitin kezelés elgtt 2 6ran at alacsony Ca tartalmi glutamat Ringerben ekvilibral-
tattuk az izmot. Az abszcissza az akonitin kezelés kezdete 6ta eltelt id6t mutatja. Az dbra als6
része egy oszcillaciés hullamot a felsé részhez viszonyitva 15-szoér nagyobb idéfelbontdssal
abrazol

Az akonitinnel végzett kisérletek kiegészitéseként 6 oran keresztiil klorid-
mentes Ringer oldatban akonitinnel kezelt izmok nedves-siilyat hibahataron
beliil valtozatlannak talaltuk.

Azismertetett eredmények azt mutatjak, hogy az oxigénhidat tartalmazo
BTX valamint az oxigénhidat nem tartalmazé akonitin egyarant képesek meg-
felelg kisérleti feltételek kozott depolarizalni az izommembrant és kivaltani a
membranpotencial tartés oszeillacigjat. E megfigyelés alapjan nem tudjuk
megergsiteni OHTA és NARAHASHI mar emlitett feltevését, mely szerint az
oxigénhidnak kiilonos szerepet tulajdonitottak a veratrum alkaloidak depolari-
zal6 hatasaban.

Ezen tilmendgen felvetddik a kérdés, hogy nem jelent-e a membranpoten-
cial oszcillacié mechanizmusat illetden hasznos informaéciét az a tény, hogy a
veratrum alkaloidakétél eltérd struktiraji drogok megfelels kisérleti feltételek
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kozott képesek membranpotencial oszcillaciét kivaltani. Korabbi vizsgalataink
kézben, melyekben a membranpotencial oszcillacié mechanizmusat vizsgaltuk
(8), mar felvet6dott az a lehetéség, hogy tulajdonképpen az altalunk meg-
figyelt jelenség fiziologias koriilmények kozott is miikodik és azonos a SINZ és
IsenNBERG (34) altal leirt kis amplitidéjud, ritmikus potencial ingadozasokkal.
A most ismertetett eredmények alapjan feltételezhetének latszik, hogy a verat-
rum alkaloidak, valamint a BTX és akonitin hatasa annyiban ko6zos, hogy az
izommembran natrium-permeabilitasat jelentGsen és tartésan megnovelik.
E feltevés szerint az altalunk leirt membranpotencial oszcillacié a kezeletlen
izmokon is megvan és a veratrum alkaloidak, valamint a BTX és az akonitin a
natrium-permeabilitds megnovelésével teszik azt kifejezetté.

SmyTHIES szerint a BTX éllandéan nyitva tartja a natrium-csatornat,
mig a veratridin csak az inaktivalast gatolja s az aktivaciés folyamat (Hope-
KIN-Horowicz ,,m”” kapu) még miikodhet (35). Sajat, mar emlitett vizsgalata-
ink szerint a veratrum alkaloidak natrium-permeabilitast novels hatasa részben
a csatornak aktivalasaval, azaz a kiilsé kapuk kinyitasaval, részben az inakti-
valas gatlasaval magyarazhatok.

Az ismertetett eredmények azt bizonyitjak, hogy a BTX kifejezetten
noveli a vazizom **Na felvételét, de jelentds kiilonbség van a normal Ringerben
és a klorid-mentes (glutamat) Ringerben inkubalt izmok 2Na felvételének
fokozasaban. Az eredmények gyakorlatilag megegyeznek a cevadinnal végzett
kisérletek adataival, mely szerint a cevadin ugyancsak atlagosan haromszoro-
sara noveli a normal Ringerben inkubalt izmok *Na felvételét és csak kétszere-
sére a klorid-mentes (glutamat) mili6ben inkubélt izmok natrium felvételét.
Ily médon az a kérdés meriilt fel, hogy vajon a cevadinnal, valamint BTX-el
fokozott natrium-transzport egy része nem klorid-dependens-e. Ez a kérdés a
natrium-transzportra vonatkozé ismereteink szempontjabél kiilonés figyelmet
érdemel. Vazizomra vonatkozéan nem 1smeriink olyan irodalmi adatokat, mely
a natrium-transzport klorid-fiiggésére vonatkozna. Ebben a vonatkozasban
lényegesnek latszik, hogy a nyugalomban 1év6 izmok ?*Na felvétele normal, ill.
klorid-mentes (glutamat) Ringerben azonos. Lehetségesnek latszik tehat, hogy
nem a nyugalmi, hanem az ingeriilet alatti fokozott natrium-felvétel egy része
(kb. 509,-a) klorid fiiggd.

Valészintinek latszik, hogy a BTX és cevadin hatasara normal Ringerben
kovetkezetesen megfigyelhetd vizfelvétel fokozédas a fokozott natrium-fel-
vétellel fiigg Ossze. Masrészt, sem a cevadin, sem a BTX, sem az akonitin
hatasara nem novekszik az izmok viztartalma a klorid-mentes miliében inku-
balt izmokon. Ezek alapjan felvethets, hogy a fokozott vizfelvétel, mely az
emlitett drogok hatasara normal Ringerben kovetkezetesen megfigyelhetd,
esetleg éppen a klorid jelenlétéhez kotott natrium-transzporttal all 6sszefiig-
géshen. Erre vonatkozéan azonban csak akkor lehet allast foglalni, ha bebizo-
nyosodik, hogy mas aniont tartalmazé klorid-mentes Ringerben is hasonlé
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eredményeket kapunk a natrium- és viztranszportra vonatkozéan. Mindaddig
ugyanis nem lehet kizarni, hogy adott esetben nem a klorid hianya, hanem
éppen a glutamat jelenléte okozza a natrium- és viztranszportban megfigyelt

kiilonbségeket.
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