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Ismeretes, hogy a VALYI-NAGY és mtsai altal egy streptomyces toérzs-
bél izolalt quanidin tipusi antibiotikum (VALyi-NAGcY és mtsai 1954), a
primycin toxicitasa miatt (VALYI-NAGY és KELENTEY 1960) csak lokalisan
alkalmazva hasznalhaté terapias célra. Nyilon 2—3 mg/kg primycin intra-
vénasan beadva altalanos tremort okoz, mely a spontan légzés leallasaval
egyidejlileg sziinik meg. A primycinnel kivalthaté vazokonstrikcié, hemolizis,
bélmotilitas novekedés, s az elébb emlitett megfigyelések arra utalnak, hogy
a primycin toxikus hatésait kiilonféle membranstruktirikon fejtheti ki.
A primycin kémiai szerkezete alapjan (ABERHART és mtsai 1970, 1974, BLum
1965) trimodéalis molekulanak foghaté fel, vagyis a molekula két végén levd
egy-egy polaris rész (guanidin és 1-arabinéz), valamint a polaris csoportok
kozotti ciklikus lipofil rész sajatsagai meghatarozhatjak a molekula memb-
ran-aktiv tulajdonsagait, ill. orientalédasat a membranban (1. abra). Fel-
tételezésiink szerint a szénhidrat komponens a membran kiilsé vizes kor-
nyezete, a guanidin rész a membran belsd viztere felé, a lipofil rész pedig a
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1. @bra. Primycin kémiai szerkezete

* IX. Membran Transzport Konferencian 1979. méjus 15—18 kozott Siimegen el-
hangzott eléadés.

MTA Biol. Osst. Kial. 23 (1980)



6 KOVER ANDRAS ES GESZTELYI ISTVAN

membran lipidjébe orientdlédik. Az utébbi kévetkezménye lehet a mester-
séges lipidmembranokon megfigyelt perturbal6, detergensszerti hatdsa a
molekulanak (BLAskO és mtsai 1979). Jelen munkankban korabbi megfigye-
lések alapjan (DArOczi és GEszTELYI 1970) a primycin béka vazizomra ki-
fejtett hatasat tanulminyoztuk. Kisérleteinkhez héka (Rana esculenta)
sartorius és semitendinosus izmait hasznaltuk.

A korabbi adatoktél eltérden (Dar6czi és Geszreryr 1970), intra-
celluléris elvezetés alkalmazasaval kimutattuk, hogy a primycin az eldzete-
sen Na'-mentes Ringer oldatban inkubalt vazizom felszini membranjanak
nyugalmi potencialjat is csokkenti, azaz depolarizaciot okoz (2. 4bra). A
depolarizacié koncentraciéo és iddfiiggést mutat, s egy viszonylag gyors és
egy lassi szakaszra kiilonithetd el. A gyors szakasz meredeksége nagyobb
primycin koncentraciéknal kifejezettebb. A lassi szakasz id6 és koncentracié
fiiggd telitést mutat. Az irodalombél ismeretes, hogy a depolarizicié noveli
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2. dbra. Primycin hatdsa a béka sartorius izom membréanpotencidljara kolin-klorid Ringe-
ben. Ordinata a depolarizacié mértékét mV-ban, az abszcissza az inkubdciés id6t percekben
mutatja. A gorbék jobb oldalin a primycin koncentrdciék vannak feltiintetve. Nyugalmi
potencial 91,5 4~ 1,8 mV. A girbéken az 50 —50 mérés atlaga mV -+ SD-ben van feltiintetve
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3. dbra. Na-ionok hatédsa a primycinnel kolin-klorid Ringerben béka sartorius izmon kivéltott

depolarizéciéra. Nyugalmi potencidl 92,4 + 2,3 mV. Ordinita a depolarizdcié mértékét mV-

ban, az abszcissza az alkalmazott primycin koncentracigkat mutatja. A gorbék a kiilonb6z6

primycin koncentrdciéknal kolin-klorid Ringerben (0——o0, az inkubélds 14—15. percében),

ill. ezt kivetden 3 perces NaCl Ringerben végzett inkubalds utin (6——e) mért membrin-
potenciil értékeket mutatja. Egyéb részleteket 1. a 2. dbra szévegében

"MTA Biol. Oszt. Késl. 23 (1980)
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Primycin-depolarizacié kolin-Ringerben
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4. dbra. Na-ionok hatdsa a primycinnel kolin-klorid Ringerben kiviltott depolarizaciéra

(folyamatos intracelluldris regisztralasi technikédval). Az abszcissza alatt az inkub4las felté-

teleit adtuk meg. A nyilak az oldatcserék idépontjat jelzik. Az A gorbe a 2 X106, B gérbe a
4x10-% M primycin hatdsat mutatja be

a vezet6 membrianok Na'-permeabilitasat. Kisérleteinkben a kolin-klorid
Ringerben kivaltott primycin depolarizicié mértéke fokozédott, ha a primy-
cint tartalmazé kolin-klorid Ringert 15 perces kezelést kévetGen primycint
ugyanabban a koncentraciéban tartalmazé NaCl Ringerre cseréltiik (3. abra).
A membranpotencial folyamatos regisztralasa soran hasonlé megfigyelést
tettiink (4. dbra). Ez esetben a depolarizacié soran fellépd mechanikus reak-
ciok elkeriilésére az inkubalé kiozeg ozmomolaritasat szacharézzal kétszere-
sére noveltiikk. A 4. abran j6l megfigyelhets a depolarizacié gyors és lassi
fazisa, valamint az a tény, hogy a Na'-tartalmdi Ringer oldatra valé at-
téréskor a depolarizdcié mértéke nd, majd Na'-mentes Ringerre torténd
visszatérésre a membranpotencial a kolin-klorid Ringerben megfigyelt ér-
tékre csokken. A valtozasok jellege arra mutat, hogy jelen kisérleti koriil-
mények kozott a Na'-potencial kifejldéséért felelos Na-csatornak tartésan
nyitva maradnak, vagyis Na™-inaktivacié nem kovetkezik be.
Eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy a primycin elsGdlegesen a
K+*-csatornak miikodését érinti, feltehetGen azok gatlasa itjan valtja ki

MTA Biol. Osat. Kézl. 23 (1980)
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5. dbra. Primycin hatdsa béka semitendinosus izmabél készitett izomrostkotegek 2K fel-
vételére. Az ordindtan a #?K felvételt, az abszcisszdn az inkubélds idejét, a diagram alatt a
kolin Ringerben primycinnel,ill. anélkiil végzett inkubaldsok tartamét tiintettiik fel. A kisér-
letekhez ugyanazon békdk semitendinosus izompérjait hasznéltuk kontroll, ill. tesztobjektum-
ként. Az izmokat parhuzamosan 4?K-kolin-Ringerben fél éraig primycin nélkiil inkubéltuk,
majd a kontroll izmokat ugyanolyan §sszetételi Ringerbe (: ), a teszt izmokat hasonlé
osszetételii, de primycint 5% 10~ M-ban tartalmazé Ringerbe vittik 4t (----). Atlagok
-+ SD feltiintetve
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6. dbra. Primycin hatédsa a négyszogimpulzusokkal kivaltott akciés potencidlokra. Inger-

fesziiltség 5 V, impulzus-szélesség 0,5 msec. Az akciés potencidlokat a 0,35 X 10-¢ M primycin-

nel tortént inkubélés soran (NaCl Ringerben) a 0. (1); 3. (2); 15. (3); 30. (4); 45. (5); 60. (6) és
80. (7) percben regisztraltuk intracelluldris mikroelektréd technikéval

MTA Biol. Oszt. Kézl. 23 (1980)
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kolin-klorid Ringerben a nyugalmi potenciil csékkenését. E probléma tovabbi
vizsgalatara 2K* felvételi kisérleteket végeztiink primycin jelenlétében és
tavollétében. Az 5. abrabdl kitlinik, hogy a primycin mar 5x10-% M kon-
centraciéban gyakorlatilag felfiiggeszti az izom 2K+ felvételét. Megvizsgal-
tuk tovabba a primycin hatisat az izom négyszogimpulzusokkal kivaltott
akciés potencialjaira (6. abra). Megfigyelhets, hogy az akciés potencialok
nagysaga és meredeksége a primycin jelenlétében idGben kifejlgdé depolari-
zacié soran egyre inkabb csokken, majd ezek kivalthatésiga adott membran-
potencialértéknél megsziinik. Tekintettel arra, hogy NaCl Ringerben a pri-
mycin depolarizacié hatasara felléps fokozott Na* belépést Cl— és viz be-
aramlas is kiséri, ami megvaltoztathatja a membran szabalyozasi folyama-
tait, a primycin hatasat nem, vagy alig penetralé anionok jelenlétében, azaz
Na-izetionat Ringer oldatban is tanulmanyoztuk. Ezen esetben a KCI he-
lyett K-glutamatot, CaCl, helyett Ca-glukonatot alkalmaztunk a Ringer
oldat készitése soran. A mechanikai valaszok elkeriilésére a kozeg ozmomola-
ritasat szacharézzal megkétszereztiik.

A 7. abran megfigyelhets, hogy Na-izetionat Ringerben az alacsony
koncentraciéban alkalmazott primycin hatasara elGbb lassi depolarizacio
fejlédik ki, majd az elérve a Na'-csatornak nyitasanak kiiszébértékét, akcids
potencial jellegi gyors potencial valtozasokban folytatédik. Az egyes poten-
cial valtozasok 1n. potencialvallal indulnak, mely azutin hirtelen gyors
potencial csokkenésbe (Na'-aktivacié) megy at, amit ugyancsak pillanat-
szertien fellépé repolarizacié kévet. A potencidljel-sorozat alatt az alap-
depolarizacié elmélyiil, a potencialvallak meredeksége né, a kisiilési frek-
vencia fokozédik, az egyes kisiilések nagysaga csékken, majd a jelgeneracié
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7. dbra. Primycinnel Na-izetionat Ringerben kivéltott akciés potencial sorozat. Regisztralds:
az 1. (1); 1,5 (2); 2. (3); 2,5 (4) perchben a primycin alkalmazéisit kovetden tortént

MTA Biol. Osst. Késl. 23 (1980)



10 KOVER ANDRAS ES GESZTELYI ISTVAN

kb. O mV membranpotencial értéknél teljesen megsziinik. Révid idd milva
spontan repolarizacié kovetkezik be. Ha ez a Na'-csatornak nyitdsanak
potencialkiiszobét meghaladja, az el6bbihez hasonlé 1jabb potencialjel-
sorozat indul el. Kisérleti adataink arra utalnak, hogy a primycinre felléps
esetenként ciklikusan ismétlgdd folyamatokban kiilonb6z6 szabalyozé mecha-
nizmusok szerepelnek. A gyors jelgeneracioért feltehetSen a Na™-permeabili-
tas ritmikus valtozdsa, a két jelsorozat kozétti repolariziciéért a membrin
metastabil allapotat szabalyozé mechanizmusok a felelGsok. Felmeriil az a
lehetGség is, hogy mindkét folyamat szabalyozasaért esetleg két, egymassal
szorosan csatolt, de strukturélisan mas helyre (felszini membran és tubularis
membran) lokalizalbhaté rendszer felelds.

Ismeretes tovabba, hogy a felszini membran adott meredekséget meg-
haladé depolarizaciéja a kontraktilis rendszer aktivalédéasat, azaz az izom
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8. dbra. Primycinnel (10— M) NaCl Ringerben kiviltott ésszehiizédés. Az dbran az 5x10-2

M K+ és 10—% M koffein hatdsét is bemutatjuk. Ures nyilak a 20 perc idékézoket jelzik, mikor

regisztralds nem toértént. Az abszcisszdn az idét és a kiilonb6z6 kezelések idStartamit (fekete
szakaszok) tiintettiik fel
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9. @bra. Primycinnel (10 -% M) kolin-klorid Ringerben kivaltott 6sszehtizédds. A és B, valamint

C és D kozott az osszehiizédast nem regisztraltuk folyamatosan, annak mértékét csak minden

3. (A—B) és mindegyik (C—D) percben regisztraltuk, pontokkal jelezve. Egyebekben l. a
8. 4brat
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‘osszehizédasat valtja ki (ha az tin. mechanikai kiiszobot eléri), fiiggetleniil
attél, hogy a depolarizaciét elektromos ingerrel vagy a kiilsd kozeg K-
koncentraciéjanak novelésével hoztuk létre. Az elektromos jelgeneraciéval
kivaltott gyors mechanikai valaszt rangasnak, a kémiai tton jelgeneraci6
nélkiil kivaltott 6sszehiizédast kontraktiranak nevezziik. A felszini membran
depolarizaciéja vagy tovaterjedd ingeriilet, vagy elektroténusos potencial
véltozas formajaban terjed rd a véazizom rostokban a felszinre merdlegesen
orientalt csdrendszerre (T-tubulusok rendszere), majd a tubulusok depolari-
zaciéja a szarkoplazmatikus retikulumban tarolt Ca®?" felszabadulasat ered-
ményezi. Ennek révén né a citoplazma szabad Ca’?* koncentraciéja, s a kont-
raktilis rendszer aktivalédik. A Ca?"™ mobilizaciéjat (Ca®" aktivacié, ossze-
hizédas), azonban a Ca?>" szarkoplazmatikus retikulumba torténd felvétele
(Ca%* inaktivicié, elernyedés) koveti, fiiggetleniil att6l, hogy esetleg a kériil-
ményekt6l fiiggben a Ca?" mobilizaciéjat kivalté depolarizacié tartésan meg-
marad.

Mar korabban emlitettiik, hogy a primycin toxikus hatéasai kozé sorol-
haté a tremor megjelenése. Ez alapjan mar eleve feltételezhets, hogy a pri-
mycin depolarizicié az izom oésszehuzédasat valtja ki. Az alabbi kisérletek-
ben az 6sszes inkubalé oldat 0,05 mM d-tubokurarét tartalmazott a junkcio-
nalis hatasok kizarasa érdekében. NaCl Ringerben 1x10~% M primycinre az
izom val6ban osszehizédott, majd azt elernyedés kovette. A torziés iré-
karral regisztralt gorbén (8. abra) az izomfesziilés fokozdédasa alatt megfigyel-
hetd tiiskék arra utalnak, hogy Na® jelenlétében a primycin hatasara akciés
potencialok keletkeznek, melyek fibrillacicban megnyilvanulé rangasokat
idéznek el6. Az izom elernyedését kovetden 10 mM koffeinnel djabb ossze-
hiizédas valthato ki, mely azt jelzi, hogy primycin depolarizacié alatt a szarko-
plazmatikus retikulum Ca®" tarolé funkcidja érintetlen. A koffein ui. a szarko-
plazmatikus retikulumra kifejtett kozvetlen hatasa révén mobilizalja az
abban tarolt Ca?'-ot. Minthogy primycinnel depolarizalt izmon K -kont-
raktidrat, ill. 50 vagy 120 mM K*-ot tartalmazé Ringerrel depolarizalt izmon
primycin kontraktirat nem lehetett kivaltani, arra kovetkeztettiink, hogy a
primycin elsGdleges hatasa a felszini, és az azzal kozvetlen kapcesolatban levd
T-tubulus membranon érvényesiil.

Hasonlé megfigyeléseket tettiink kolin-klorid Ringerben inkubalt
izmokon is (9. abra). Eltérést csak annyiban tapasztaltunk, hogy 1. a fesziilés
fokozédas soran fibrillaciét nem észleltiink (Na't-mentes kozeg); 2. az
els6 kontrakciés relexaciés ciklust kévetSen tartés inkubalas soran egy ké-
s6bb kifejl6ds, majd megszing masodik 6sszehizdédas is jelentkezett. Ez
utobbi 6sszehizodas a primycin depolarizacié lassu fazisaval allithaté par-
huzamba. Az utébbi feltételezést tamasztja ala az a megfigyelésiink is (10.
abra), hogy kolin-glutamat Ringerben a 2. ésszehizédast csak abban az
esethen koveti elernyedés, ha az inkubalé koézeghen visszavisszilk a Cl—-ot,

MTA Biol. Oszt. Kozl. 23 (1980)
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10. Gbra. Primycinnel (10-% M) kolin-glutaméat Ringerben kivaltott osszehtizédés és a gluta-

mat Ringer C1- Ringerrel valé kicserélésének hatésa. Az oldateserét 20 perccel a 2. 6sszehizé-

d4s maximuménak elérése utdn hajtottuk végre. A és B, valamint C és D kozott a pontok az
izomosszehiiz6d4as 3 percenként regisztralt mértékét jelzik. Egyebekben 1. a 8. dbrit
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11. dbra. Primycinnel (10-% M) szacharéz Ringerben kivaltott osszehiizédés, és a szacharéz
Ringer kolin-klorid Ringerrel valé cseréjének hatédsa. Az éttérés az Osszehtizédds maximu-
maénak elérést kovetden tortént. Egyebekben 1. a 8. dbrit

azaz kolin-klorid Ringerre tériink at. Mig a felszini membran kézvetitésével
a T-tubulusokra elektroténusosan atterjedé depolariziciéra felszabadulé
Ca?>" visszavétele a szarkoplazmatikus retikulumba a tubulusok még érin-
tetlen K* permeabilitasa, s a T-TC junkciéban (tubulus-terminélis ciszterna)
még jelenlevs Cl ionok segitségével lehetvé valik, addig a 2. 6sszehdzodas
soran (feltehetGen a primycin T-tubulusokra kifejtett kozvetlen hatésa)
felszabadult Ca?" csak a Cl ionok kiilsé kozegbhe valé visszaadasat kévetGen
akkumuldlédhat a szarkoplazmatikus retikulumban. A Cl ionok tovabbi
szerepére utal az a tény is, hogy szacharéz Ringerben (mely anionokat csak
néhany mM koncentriciéban tartalmaz) az elsd osszehizédast nem koveti
elernyedés (tokéletes Cl—-mentesités esetén) (11. dbra). Elernyedés csak akkor
figyelheté meg és azt kovetGen a masodik 6sszehiizédas teljes ciklusa is, ha a

MTA Biol. Osat. Kézl. 23 (1980)
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kolin-klorid Ringerre tériink at a szacharéz Ringerrsl. A kérdés pontosabb
analizise, s a Cl~ bonyolult szerepének tisztazasa tovabbi kisérletes munkat

igényel.
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