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I. Aktiv Ca-transzport, CaMgATPaz aktivitas és Ca-fiigg6
membran foszforilacié ép vorosvérsejtekben

A Ca-pumpa Ca-affinitdsa

Korabbi munkainkban beszamoltunk arrél az eljarasunkrél, amelynek
soran A23187 kalcium-ionofor segitségével sikeriilt az emberi vorésvérsejte-
ket ,,megtélteniink’ kalciummal vigy, hogy az ionofér eltavolitasa utan kal-
cium transzport vizsgalatokra alkalmasak voltak (SARKADI és mtsai 1976).
Megallapitottuk, hogy intakt vérdsvérsejteken a Ca-pumpa sebessége a belsd
Ca-szint emelésével 1 mM [Cali-ig fokozatosan nd (Kmca 300—500 pM)
(SARKADI és mtsai 1977). Médszert dolgoztunk ki arra is, hogy az intakt sej-
tekben a CaMgATPaz aktivitasat megmérjitk (SzAsz 1970). A CaMgATPaz
‘Ca-érzékenysége a Ca-pumpaéhoz hasonlé volt (SARKADI és mtsai 1977).
Quist és Rourocaris (1975) Ca-tsltott vorosvérsejt ghostokon az aktiv
Ca-transzport és a CaMgATPaz aktivitas Ca-érzékenységét szintén relative
alacsonynak talalta. Az aktiv Ca-transzport A23187 jelenlétében természete-
sen nem mérhetd, a CaMgATPaz aktivitas viszont igen. Erdekes, hogy A23187
jelenlétében a CaMgATPaz Ca-affinitasa jelentésen megné: 10—100 pM
kalcium koncentracional maximalis aktivitds mérhetd, magasabb koncent-
raciok mar gatlé hatasdak (K;> 200 uM) (1. abra). Normal vérek kozott a
gorbe jellegében nem, de az abszolit értékekben jelentds kiilonbségek ész-
lelheték (a maximum 40—350 pmol Pj/1 vvs. perc értéktartomanyban wval-
tozott). Fizikai médszerekkel kimutathaté, hogy az A23187 az altalunk is
alkalmazott koncentracié tartomanyban a membranszerkezetet mar meg-
valtoztatja (KLAUSNER és mtsai 1979). Ez a valtozas valésziniileg elGsegiti a
CaMgATPaz ,,aktivalédasat”. Ez az aktivalédas nem kovetkezik be, ha a
sejtet acetilfenilhidrazin elGkezelésnek (20 mg/ml vvs.) tessziik ki (2. abra),
ami Heinz-test képzddéshez és a Heinz-testek és a membran kélesénhatasahoz
vezet, de a membran szamara is kozvetlen oxidativ artalmat jelent (SZELENYT

* IX. Membrén Transzport Konferencian 1979. méjus 15—18 kozott Siimegen elhang-
zott elgadas.
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1. abra. CaMgATPaz aktivitas intakt vorosvérsejteken A23187 jelenlétében. 150 mM NaCl -

-+ 2,5 mM MgCl, (pH 7.4) oldattal 6tszor mosott vorosvérsejteket inkubaltunk 37 °C-on.

Kozeg: 2 uM A23187, 0,1 mM ouabain, 5 mM jédacetamid, emelkedd Ca-koncentracié (1, 10,

50, 100 ill. 500 xM) 0,155 M KCl-ben. Hkt: 169;,. Az enzimaktivitas értékeket az els 10 perc-

ben felszabadulé anorganikus foszfat mennyiségébdl szamitottuk. A foszfort Havasm1 (1976)
altal médositott Murphy—Riley médszerrel hatiaroztuk meg

és mtsai 1972). Az ionofér altal elgidézett aktivalé hatas kialakulasat tehat
az acetilfenilhidrazin altal elGidézett oxidativ artalom megakadalyozza.

A fenti eredményeket o6sszehasonlitva mas adatokkal, pl. azon kozlé-
sekkel, amelyek szerint a Ca-EGTA pufferrel tsltott vérssvérsejt ghostokban
mind az aktiv Ca-transzport, mind a CaMgATPaz aktivitis Ca-affinitasa
nagy (ScHATZMANN 1973), feltételezhet5, hogy a membréanban elhelyezkedd
Ca-pumpa kétféle, kis és nagy Ca-affinitasi allapotban fordulhat elG.

A Ca-pumpa gatlészeret

A Ca-téltott intakt vordsvérsejteken (amelyekbdl az ionofért eltavoli-
tottuk), a Ca-pumpat a kovetkezd anyagok gatoljak jelentGsen: lantan (és
lantanidak), Hg®>", rutheniumvérss, fluorid, SH-reagensek. Ezek Kkouziil
gyakorlatilag impermeabilis a lantan (Quist, RourocALis 1975, SARKADI
és mtsai 1977) és a higany (SzEINBERG, CLEJAN 1964, SHAMO00 1975). A lantan
a kiils6 felszinhez kétddve viszonylag konnyen levalaszthaté nemesak EDTA-
val, EGTA-val, de extracellularis ATP-vel is, sGt a részleges Ca-pumpa gat-
last el6idéz6 fluorid (amely lantannal j6l oldhaté sét képez) a lantanos gatlast

MTA Biol. Oszt. Kazl. 23 (1980)
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2. dbra. CaMgATP4z aktivitas intakt vorosvérsejteken A23187 jelenlétében acetilfenilhidra-
zin el6kezelés utan. 150 mM NaCl + 2,5 mM MgCl, (pH 7.4) oldattal 6tszér mosott voros-
vérsejteket 37 °C-on 2 6ran at inkubdltuk 4. 0,16 M KCI (pH 7,4)-ben, B. 0,16 M KCI (pH
7,4)-ben oldott 20 mg/ml vvs acetilfenilhidrazinnal. Az enzimaktivitdas mérés feltételeit 1. az
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3. @bra. Lantannal reagalé vegyiiletek hatasa Ca-toltott intakt vorosvérsejtek Ca-kiaramla-
sara és CaMgATPaz aktivitdsara. A virdsvérsejteket A23187 segitségével jelzett Ca-mal
toltottiik, majd az ionofért eltavolitottuk (SARKADI és mtsai 1977). A Ca-kidramlast a 4°Ca-
nak a feliilisz6ban valé megjelenése alapjéan mértiik. Kozeg: 130 mM KCI + 30 mM imidazol

HCl (pH 7.4) + 2,5 mM CaCl,. 4. lantdn nélkiil, B. 0,2 mM LaCl,
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jelentdsen csokkenti (3. abra). Ezek az eredmények vilagosan mutatjak, hogy
a lantdn nem penetril, hanem a sejt kiilsd felszinén fejti ki Ca-pumpa gatlé
hatasat.

A Ca-pumpa sztochiometridja

Az ATPaz aktivitast azon elv alapjan mértiik, hogy foszfoglicerinaldehid
dehidrogenaz (PGAD) és 2,3-difoszfoglicerat foszfataz (2,3-DPGaz) gatolt
vorosvérsejteken a felszabadult anorganikus foszfat gyakorlatilag ATP-bél
szarmazik. El6z6 vizsgalatainktol eltérGen a két enzim gatlasihoz nem a
jodacetat-tetrationat kombinaciét hasznaltuk, hanem 5 mM jédacetamidot
énmagéaban, mivel kimutattuk, hogy ez az SH-reagens ebben a koncentracis-
ban nemcsak a PGAD-t, hanem a 2,3-DPGazt is gatolja, ugyanakkor a Ca-
pumpara hatastalan. Azt tapasztaltuk, hogy a Ca-pumpa impermeabilis gatls-
szerei, a lantan (és a higany) 250 uM koncentraciohban a Ca-effluxot mintegy
90—95%,-ban, a CaMgATPaz aktivitast mintegy 509%,-ban gatoltak (4. abra).
Az impermeabilis gitloszerek szaméara nem hozzaférhets ,,CaMgATPazok™
mogott feltételezhetden a kovetkezd enzimaktivitasok allhatnak: foszfolipaz
C-digliceridkinaz-foszfatidsav foszfataz, valamint CaMgproteinkinaz-protein-
foszfataz enzimrendszerek, és esetleg ,.szétkapcsolodott’ Ca-pumpa moleku-
lak. A lantan-szenzitiv CaMgATPazt a lantan szenzitiv Ca-effluxhoz viszo-
nyitva a Ca : ATP sztochiometria 2 : 1-nek adédik (SARKADI és mtsai 1977).

Kiilonbozo kationok szerepe a Ca-pumpa miikodésében

A Ca-pumpa sebességét kiviilrgl hozzaadott egyértékii kationok (K,
Na) nem befolyasoljak. Fontos azonban az intracellularis Mg jelenléte. A23187
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4. dbra. Lantan hatdsa Ca-toltott intakt vorosvérsejtek Ca-kidramlasara és CaMgATPaz
aktivitdsara. Ca-toltés és efflux mint a 3. abrandl, foszfor meghatdrozds Havasur (1976)
szerint. A rendszerek 5 mM jédacetamidot is tartalmaztak
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+ EDTA kezeléssel elidézett Mg-deplécié a sejteket microsphaerocytakka
alakitja, az aktiv Ca-transzportot és a CaMgATPaz aktivitast teljesen leal-
litja, viszont a passziv Ca-felvétel mellett j61 mérhetd, lantan-szenzitiv Ca : Ca
exchange jelentkezik (SzAsz és mtsai 1978b). Tovabbi vizsgalatokat igényel
annak eldontése, hogy ez a transzportjelenség a Ca-pumpa egy sajatos miiko-
désének tekinthetd-e.

Klinikat vizsgdlatként alkalmazhaté CaMgAT Pdz aktivitasmérés

Mint mar emlitettiik, az A23187 jelenlétében mért CaMgATPaz aktivi-
tasnak normal vérek esetében is igen nagy szérasa van, ezért klinikai vizsga-
latra nem alkalmazhaté. Az ionoféros Ca-toltést kovetden az ionofér eltavoli-
tasa utan mért értékeknél mar j6l megallapithaté a normaél tartomény :
osszCaMgATPaz : 59,8 + 7,2 (SD), lantanszenzitiv frakcié : 27,8 4 2,4 (SD);
az eljaras azonban klinikai vizsgalatok céljara tilsdgosan bonyolult. Ezért
az ionoféoros toltési eljarast kovets lépéseket tgy mdédositottuk, hogy a
CaMgATPaz mérési eljaras klinikai vizsgalatra alkalmas legyen. Az eredeti
toltési eljaras utan alkalmazott 6tszords, nagy térfogatban végzett albuminos
mosas helyett csak kétszeres, kisebb térfogatban alkalmazott albuminos mo-
sast iktatunk be. A szuszpenziéban maradt ionofér nyomokat részben leko-
tottiik a rendszerhez adott 0,89, albuminnal, részben pedig Mn-nal reagal-
tattuk. A mangan alkalmazasianak célja az volt, hogy megakadalyozzuk a
sejtek ionofér medialt lantan felvételét. Az A23187 ugyanis 200-szor jobban
koti a mangant és kétszer jobban a magnéziumot, mint a kalciumot, a lan-
tant pedig a kalciumnal is kevéshé. 200 uM Mn, 2 mM Ca, 2 mM Mg és 0,2
mM La koncentracié mellett ionofér-medialt lantan transzporttal mar nem
kell szamolnunk, a lantdn nem 1ép be a sejtek belsejébe. Kisérleteink szerint
mangén jelenlétében nemcsak ionofér medialt lantan transzporttal, de még
jelentds ionofér medialt kalcium transzporttal sem kell szamolnunk, még
akkor sem, ha a kiilsé kozegbdl a kalciumot és magnéziumot is elhagyjuk.
Amikor a sejt kalciummal toltott, a kozegben mangan és lantan van jelen,
és a rendszer ionofér nyomokat tartalmaz, a lantén-szenzitiv Ca-efflux és
CaMgATPaz aktivitas megfelel az ionofér mentes Ca-toltott vordsvérsejtek-
ben észlelteknek. Mangan hianyaban viszont a sejtek az intracellularis kal-
ciumtél megszabadulni nem tudnak, jelezve, hogy a rendszerben maradt
ionofér nyomok kalciumot transzportalnak (5. abra). A rendszerben maradt
szabad ionofér mennyisége azonban messze kevesebb, mint azok a koncent-
raciok, amelyek membranszerkezet valtozast okoznak. Modszeriinkkel 10
norméal véren 1—2 mM[Ca]; mellett a teljes CaMgATPaz aktivitas 50,84 -
+ 7,4 (SD)-nek, a lantan szenzitiv CaMgATPaz aktivitas 32,8 -+ 6,4 (SD)-nek
adodott. Jelen vizsgalati rendszeriinkben a lantan inszenzitiv frakcio jelen-
tésen alacsonyabb (18,04 4 6,7), mint az ionofér teljes eltavolitisa utan
mért korabbi értékeink (32,0 4- 5,3). Ennek oka valészintlileg a Mn protein-
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5. dbra. Ca-efflux 200 yM Mn2?* mellett A23187 nyomok jelenlétében. A vorésvérsejteket

A23187 segitségével toltottiik jelzett Ca-mal, az ionofért csak részlegesen tavolitottuk el

(két mosds 3 X -os térfogatii, 0,59, albumin tartalmu 0,16 M KCl-ben). A sejtek 4Ca aktivita-

sat mértiikk 10 perces 37°C-os inkubalds utdn. Inkubalé kozeg: 1,259, albumin tartalmid

0,16 M KCl (pH 7,0). A. Mangéan nélkiil, B. 200 #M MnCl,-dal. Ures has4b: kontroll, vonalkézott

haséb: 0,2 mM LaCl,. Nyil: La-szenzitiv Ca-efflux (10’. Kiindulé sejt [Ca] : I = 656 pumol/1;
2 = 1218 pmol/1; 3 = 654 pumol/1; 4 = 1565 pmol/l

kinaz gatlé hatasaban keresendd. Klinikai CaMgATPaz mérg médszeriinkkel
a lantan szenzitiv frakcié (vagyis a Ca-pumpahoz rendelt ATPAaz) csokkenését
észleltiik sarlésejtes anaemiaban szenvedd betegeken.

A membran Ca-fiiggo foszforilacidja

2P-ATP tartalmi intakt vérdsvérsejtekben eddig csak a spektrin és a
band 3 membran régickban mutattak ki 32P-beépiilést (GREENQUIST, SHOHET
1975). Mi adenin-inozin-*?P elgkezeléssel a sejt ATP készletét intenziven
jeleztiik (SzAsz és mtsai 1978a). Ezt kovetSen kiilonbozs kezelésekkel (A23187,
propranolol, ATP-deplécié, Mg-deplécié) Ca-felvételt idéztiink el§, majd a
sejteket hemolizaltuk és WoLF és SCHATZMANN (SCHATZMANN 1973) szerint
membrant preparaltunk belGlik. A membran SDS-poliakrilamidgél elektro-
foretogramjan a 150 000 daltonos régioban intenziv jelslédést észleltiink.

MTA Biol. Oszt. Kaal. 23 (1980)
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Ez a jelolodés ATP- és Mg-depletalt sejtekben is megjelent (6. abra). Ameny-
nyiben az ATP-deplécié folyaman lantan is volt a rendszerben, ebben a régié-
ban a foszforilacié még intenzivebb volt. (A hemolizis idépontjaban a sejt-
ben mar csak 0,1 uM nagysagrendid ATP volt, ami a hemolizis soran tizszere-
sére higult. Ehhez a hemolizatumhoz a megfelelé koncentraciéban adott lan-
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6. dbra. Membran polipeptidek foszforildcigja Ca-felvétel sordn 3°P-ATP tartalmi intakt
vorosvérsejtekben. Az ATP kiindulé specifikus aktivitdsa a sejtekben: 20 000—40 000 cpm/
pmol. Inkubéciés kiozegek: 4. 150 mM NaCl, 1 mM Trisz-EDTA, 5 mM Trisz-HCl (pH 7.0).
B. 145 mM Na(l, 2,5 mM CaCl,, 2 mM jédacetamid, 10 mM inozin, 5 mM Trisz-HCl (pH 7,0). In-
kubaciésidé: 90 pere. t = 37 °C. Hkt: 309,. Virésvérsejt ATP koncentracié 90’-nél: 4. 1,6 mM,
B.1 uM. Inkubélds utdn a sejtekbdl hiitve membréant preparaltunk (ScHATZMANN 1973).
100 ug membran fehérjét SDS-poliakrilamid gél elektroforézisnek vetettiink ald (SHAPIRO
és mtsai 1967). A gél-szegmentumok radioaktivitds mérése GezELius (1977) szerint tortént

T* MTA Biol. Osst. Kisl. 23 (1980)
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tan a foszforilaciét nem befolyasolta, hatasat tehat az intakt sejt inkubaciés
idGszakara tehetjik.) Feltételezhets, hogy az inkubécié soran a lantan az
aktivalodé Ca-pumpa molekulak foszforilalt formajahoz kapcsolédott a sejt
kiilsg felszinén és azok defoszforilacigjat akadalyozta meg. (Hg?" elkezelés
utan a jelenség nem volt észlelhetd, valoszintlileg a haemoglobin nagy Hg?"
affinitdsa miatt, ami a hemolizis soran a Hg?" haemoglobinhoz valé atkésts-
dését eredményezhette.)

II. CaMgATPaz, Ca-fiiggé membranfoszforilacié izolalt
membran-fragmentumokon és kiforditott membran vezikulakon (inside-out
vesicles, I0V), aktiv Ca-transzport vizsgalata I0V-n

Ca és La hatdsa a membran és 10V foszforilacicjira és defoszforilacidjira

Amennyiben izolalt membran fragmentumokat kezeltiink *P-ATP-vel,
EGTA + Ca puffer-rendszerekben a spektrin 2, a band 3 és a 150 000 dal-
tonos régié egyarant foszforilalédott, és a teljes membranba épiilt radioaktivi-
tas szabad Ca jelenlétében az EGTA-s rendszerhez viszonyitva nem nétt,
hanem csokkent. (Ugyanigy csokken a foszforilacié szabad Ca jelenlétében az
I0V-k Ca-transzportjanak vizsgalatara osszeallitott rendszerekben: ATP
500 uM, Mg 5 mM, Ca 1—300 uM.) EDTA -+ Ca tartalmi rendszerekben azon-
ban csak a 150 000 daltonos régiéban kaptunk *P-beépiilést, és 250 uM sza-
bad Ca az EDTA-s kontrollhoz viszonyitva jelentGsen megemelte a teljes
membranba épiilt radioaktivitas mértékét (7. abra). A 150 000 daltonos régié
foszforilalodé fehérje komponensét a Ca-pumpa foszforilalodé alegységének
tekinthetjiikk (KNAUF és mtsai 1974). A foszforilaciés reakcié Ca-affinitasa
magas (Kpca : 0,2 pM), és mint lattuk, Mg-ot nem igényel. Lantan hatasara
mind izolalt membranon, mind IOV-n létrején a foszforilacié (Kypa : 0,005 nm)
és mértéke sokkal nagyobb, mint Ca esetében (8. abra). 8 mM KF jelenléte
a lantannal indukalt foszforilacié mértékét nem csokkenti, hanem fokozza.

Nagy mennyiségd hideg ATP hozzaadasakor a Ca-foszforilalt membran
defoszforilacioja kovethetdvé valik. 250 uM lantan ezt a defoszforilaciot
mintegy 709;-ban gatolja. Kz a gatlas azonos mértékid izoldlt membran
fragmentumon és 10V-n, holott az utébbi objektumon a transzport lépést
kévetgen a kalcium kétShelyek a vezikula belseje felé fordulnak, s igy lantan
szamara nem hozzaférhetGek. A gatlas hasonlé mértéke arra utal, hogy a
Ca-pumpa miikédése ciklusaban csak révid ideig fordulnak a kalcium kotd-
helyek a vezikula belseje felé. A defoszforilacié teljes gatlasa csak magasabb
(500—1000 xM) lantan koncentracioknal észlelhetd, amelyek mar a foszfori-
laciot is gatoljak (8. dbra). Lantannal foszforilalt membran hideg ATP hozza-
adasara csak részlegesen defoszforilalodik, mutatva, hogy a lantanos foszfori-
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lacié ,,zsakutca”, a teljes reakciélanc lejatszédasat a lantdn meggatolja. Fel-
hivjuk még a figyelmet arra, hogy izolalt membranfragmentumokon és I0V-n
a lantan hatasa teljesen azonos volt, jelezve, hogy ha a belsé Ca-kotGhelyek
a lantan szamara hozzaférhetGek, akkor azokkal reagil, s innen — szemben
az ép vorosvérsejtekkel — ATP-vel, F—-dal le nem valaszthaté.
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7. dbra. Izolalt membran foszforiliciéja 3°P-ATP-rél, Ca, EDTA + Ca, EDTA + La jelen-

1étében (SDS-poliakrilamidgél elektroforézis vizsgalat). SCHATZMANN (1973) szerint preparilt

membrant hasznéaltunk (0,4 mg fehérje/ml kisérleti elegy). Inkubaciés kozeg: 0,5 uM 32P-ATP,

30 mM imidazol-HCl (pH 7,0) + 4. 0,25 mM CaCl,, B. 0,5 mM Trisz-EDTA -+ 0,75 mM

CaCl,, C. 0,5 mM Trisz-EDTA - 0,75 mM LaCl,. Inkubdciés idé: 30 mp. t = 0 °C. Alapos

69% TCA, 1 mM ATP, 10 mM H,PO,-val valé lelosés utén elektroforézis és mérés, mint a
6. dbran
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8. dbra. Lantan hatasa IOV foszforilaciéjara és defoszforilaciéjara. Inkubdaciés kozeg: 2,5 uM
32P.ATP, 125 mM KCIl, 30 mM imidazol HCI (pH 7,0). 4. Foszforilaciés kisérletek. 1 0,5 mM
Trisz-EDTA, 2 0,5 mM Trisz-EDTA + 0,75 mM CaCl,, 3 0,5 mM Trisz-EDTA -+ 0,75 mM
LaCl,, 4 0,5 mM Trisz-EDTA + 1,5 mM LaCl,, 5 250 uM CaCl, 4 250 uM HgCl,. Inkubéciés
id6: 30 mp, t = 0 °C. B. Defoszforilaciés kisérletek. Foszforilaci6 2. rendszer szerint. 30 mp-nél |-
+ 1 mM ATP -+ 6 0,5 mM Trisz-EDTA, 7 0,5 mM MgCl,, 8 0,5 mM MgCl, + 0,25 mM LaCl,,
9 0,5 mM MgCl; + 1 mM LaCl,, 10 0,5 mM MgCl, + 0,25 mM HgCl,. Inkubélési idé: 15 mp.
Mosas, mint a 6. abranal, szolubiliz4lds, mérés SzAsz és mtsai (1978a) szerint

K és Na hatdsa a membrdn és 10V Ca-indukdlt foszforilacisjira és a defoszfori-
laciora

Mint mér emlitettiik ép vordsvérsejten a kiilsé K vagy Na jelenléte a
Ca-pumpa sebességét nem befolyasolta; IOV-n a Ca-transzport sebességét
novelte (SARKADI és mtsai 1978). Izolalt membranfragmentumok CaMgATPaz
aktivitasat szintén fokozta (Bonp, GREEN 1971, ScmHATZMANN, Rosst 1971).
A viorosvérsejt membran (valamint az agy mikroszéma) foszforilaciéja Mg -
-+ Ca + Na jelenlétében nétt, mig Mg + Ca 4+ K jelenlétében csokkent az
univalens kationt nem tartalmazé kontrollokhoz viszonyitva (SzAsz 1975).
Mivel ouabain az el6bbi esetben csokkentette, utébbi esethen novelte a fosz-
forilacié mértékét, feltételezhetjiik, hogy a foszforilaciéban a K — Na pumpa
foszforilalt intermedierje is szerepet jatszik. A K — Na-pumpa Mg hianya-
ban nem foszforilalédik, mig — mint az elbbiekben littuk — a Ca-pumpa
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9. dbra. Ca + Na vagy K (4 ouabain) hatdsa a vorésvérsejt membran foszforildciéjéra és
defoszforildciéjara. A foszforilacié és defoszforildcié feltételeit 1. 8. 4bra magyardzataban
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10. dbra. Ca + Na vagy K hatdsa IOV-k foszforilaciéjara és defoszforildciéjara. Feltételeket
. 8. 4bra magyardzatdban
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igen. Ezért a Na vagy K hatasat a Ca-pumpa foszforilacigjara EDTA - Ca
jelenlétében vizsgaltuk meg. Izolalt membranon a Na jelen esetben is fokozta,
K pedig csokkentette a foszforilaciét, a ouabain azonban hatastalan volt
(9. abra). Foszforilaciét csak a 150 000 daltonos régiéban észleltiink, a K—Na-
pumpa foszforilalodo alegységének megfelelg 105 000 daltonos régioban nem.
IOV-n mind a Na, mind a K csokkentette a foszforilaciét (Na kisebb mér-
tékben), s jol lathaté volt a defoszforilacié gyorsitasa (10. abra). Ugy latszik
tehat, hogy fragmentalt membranon, amennyiben megakadalyozzuk a K—Na-
pumpa foszforilaciéjat, még mindig van Na-mal stimulalhaté foszforilacié
(CaMgNa proteinkinaz aktivitas?). Ennek molekularis hordozéit IOV prepa-
ralas folyaman majdnem teljesen elveszitjiikk. A fenti eredményeket ossze-
gezve azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a Ca-pumpa miikodése soran
mind a Na, mind a K a membran belsd felszinével reagalva a defoszforilaciét
gyorsitja. Ez a kovetkeztetés dsszhangban van azzal a kozléssel, hogy a voros-
vérsejtmembran p-nitrofenilfoszfataz aktivitasa Ca jelenlétében K vagy Na
hatasara fokozdédik (REGA és mtsai 1973).

CaMgATPaz és sztochiometria vizsgalatok 10V-n

IOV-n igyekeztiink a Ca-akkumulacié Ca : ATP sztéchiometridjat
igazolni. A CaMgATPaz aktivitas Ca fiiggése azonban ezen az objektumon
erosen eltért a Ca-transzportétél. Mig a Ca-transzport Kpca értéke 50 uM
koriil volt és 200—300 uM Ca maximalisan aktivalé hatasi volt, a CaMgATPaz
a pmolaris Ca-tartomanyban mar maximalis aktivitast adott és 200 uM Ca
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11. dbra. Mn hatasa I0V-k aktiv Ca felvételére és CaMgATPaz aktivitasara kiilonbéz6 Ca

koncentraciéknal. 0,4 mg IOV fehérje/ml rendszer. Kozeg: 550 M ATP, 5 mM Mg, 120 mM

KCl, 30 mM imidazol HCI (pH 7,0). Inkubéciés idé: 10 perc. t = 37 °C. Foszfor meghatarozas
Havasnr (1976) szerint, Ca-felvétel mérés SARKADI és mtsai (1978) szerint
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koncentraciénal hanyatlott (11A abra). Az izolalt membranfragmentumok
CaMgATPaz aktivitasanak Ca-érzékenysége is igen hasonlé (SzAsz és mtsai
1977). Feltételeztiik, hogy a membran belsg felszinén a nem Ca-pumpéhoz
rendelt egyéb enzimrendszerek zavaré hatasaval allunk szemben (bar meg
kell jegyezniink, hogy ép virosvérsejtekben ezek aktivitasa kozel parhuza-
mos volt a Ca-pumpa ATPazaval). A membréin belsé oldalan haté, szelektiv
Ca-pumpa gatlészert nem talaltunk, lantan, higany, vanadat, quercetin,
acetilfenilhidrazin minden Ca-aktivalt ATPaz aktivitast eltiintetett. Triva-
lens kationokkal (Al, Fe) gatolva a foszfolipaz C aktivitasat lényeges valto-
zast nem észleltiink. Egyediil a Mg-proteinkinazokat gatlé Mn tette annyira
hasonléva a Ca-transzport és a CaMgATPaz aktivitasanak goérbéit, hogy
sztéchiometria szamitasokat is végezhettiink (11B abra). A Ca :ATP arany
1,3—1.9 kozotti értékeket adott, készitményenként jelentGsen valtozé mér-
tékben. Gondolnunk kell arra, hogy a Mn mint membranstabilizalészer hat-
hat, s az IOV-ben kis Ca koncentracional esetleg ,,szétkapcsolt” pumpa mole-
kulak restiticiéjat segiti el6. Az intakt sejtek A23187 jelenlétében Mn altal
elgidézett lantan-inszenzitiv CaMgATPaz aktivitas gatlasa (l. fent) azonban
arra utal, hogy a Ca-pumpatél fiiggetlen ATPPi atalakulasi folyamatok is
gatlédnak. Hasonlé, de még kifejezettebb hatast az IOV-k ATP nélkiil 2—3
Mn Ca-mal térténé el6kezelése utan is elértiink: 200 pM[Ca]i-nal 1,97—2,29
Ca : P sztochiometria értékekkel. Mn jelenlétében és Ca el6kezelés utan nyert
eredményeink a 2 : 1 Ca : ATP sztéchiometria ardnyt latszanak alatamasztani.

A Ca-pumpa mechanizmusa

Kisérleteink alapjan a Ca-pumpa mikodését a kovetkezoképpen kép-
zeljilk el (12. adbra): A magas Ca-affinitasi Ca-kétShelyre a membran belsd
felszinén Ca kotodik és katalizalja 150 000 daltonos foszforilalédé alegység
32P-ATP-r6l torténd foszforilacigjat. Ezt kovetden az alacsonyabb Ca-affini-

ADP
12. dbra. A Ca-pumpa miikodés feltételezett lépései I0V-n
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13. dbra. Foszforilaz b kindz és foszforildz foszfatdz hatdsa I0V-k foszforilaciéjara 0 °C-on.

0.4 mg IOV fehérje/ml. Kozeg: ATP: 2,5 uM 1. 500 uM EDTA 2—4. 100 uM Mg, 25 uM Ca.

Adalékok: 3. foszforildz b kinaz (0,015 E/ml) 4. foszforilaz foszfatdz (1,5 E/ml). Inkubéciés
idé: 1 perc. t = 0°C
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14. dbra. Foszforilaz b kindz, foszforilaz foszfatdz és kalmodulin hatdsa IOV-k foszforildcid-

jara 37°C-on. 0,4 mg IOV fehérje/ml. Kozeg: ATP: 100 #M 1. 500 uM EDTA, 2—4. 5 mM

Mg, 100 uM Ca. Adalékok: 3 foszforilaz b kinaz (0,015 E/ml), 4 foszforilaz foszfatiz (1,5 E/ml),

5 DEAE-cellulézon tisztitott virosvérsejt kalmgdulin (0,05 mg/ml). Inkubéciés ids: 1 perc,
t: 3770
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tasu kotdhely is kot Ca-ot, s a molekula térszerkezete ugy valtozik meg, hogy
két Ca-ot a membran kiilsg felszinére juttat (kérdéses, hogy a nagy affinitasd
kétShelyhez kot6dd Ca is transzportalédik-e, vagy a kis affinitasi kotGhely-
hez kapcesolédik két Ca?). A bels§ felszinen Mg és K vagy Na kétddik, katali-
zalja a molekula defoszforilacigjat, a Ca a pumpa molekularél levalik és a pum-
pa felveszi kiindulé allapotat.

A Ca-pumpa aktivitds reguldcisja

Az alacsony Ca affinitasi Ca-kotShelyek affinitasa a pumpa aktivalédasi
folyamata soran megnéhet. Az itt vazolt molekularis mechanizmus mikodése
tehat egy regulalé rendszer altal szabalyozott. Ez valészintleg a bimoleku-
laris lipid réteg belsd felszinén hiiz6dé halézatban lokalizalédik s IOV prepa-
ralaskor részben eltavolitjuk, mig a vorésvérsejt oldhaté, dn. aktivator
fehérjéjének hozzaadasakor visszaadjuk. Lehetséges, hogy egy — a viros-
vérsejt membranban kimutatott — CaMgproteinkinaz-proteinfoszfataz rend-
szer foszforilaciés folyamattal szabalyozza a Ca-pumpa miikodését. Azok az
10V-készitmények, amelyeknek Ca-pumpa rendszere magas Ca-affinitasd
volt, ugyanolyan magas ,,CaMgATPaz” aktivitasiak (~ 30 nmol P;/mg fehér-
je .perc 10 uM Ca-koncentraciénal), mint az izolalt membrian fragmentu-
mok. Alacsony Ca-affinitdssal rendelkezd I10V-készitmények ,,CaMgATPaz”
aktivitasa ennek csak mintegy 1/5-e volt. A foszforilaciés regulacié vizsga-
lata érdekében mar ismert Ca-dependens enzimeket, a CoHEN (1975) szerint
részlegesen tisztitott nyul vazizom foszforilaz b kinazt és a Brandt és mtsai
(1974) szerint tisztitott nyil vazizom foszforilaz foszfatazt adtuk az IOV-khez.
EDTA + Ca tartalmi rendszerekben ezek az enzimek a foszforilacié6t nem
befolyasoltak. Mg jelenlétében viszont a kindz a foszforilaciét mintegy 1,5-
szeresre emelte, a foszfataz pedig jelentGsen csékkentette (13. abra). A Ca-
transzportot a kindz fokozta, a foszfatdaz viszont semmi hatast nem muta-
tott. Ezért a foszforildcios kisérleteket a transzport vizsgalatoknak megfeleld
koriilmények kozott (hGmérséklet, ATP koncentracié) megismételtiik. Ilyen-
kor a kinaz hatdsa megmaradt, a foszfatdz semmi hatast nem fejtett ki (14.
abra). A kinaz enzim hatasossaga hékezelés utan nem véaltozott. Ez arra utal,
hogy a hatasért héstabil Ca-kot§ alegysége, a kalmodulin (LARSEN, VIN-
cENzI 1979) felel6s. Lehetséges, hogy ez, az I0V-n megmaradt proteinkina-
zokhoz kapcsolédva hat, de még nem tekinthetd bizonyitottnak, hogy foszfo-
rilaciés reakcid szerepet jatszik a regulaciéban. A kalmodulin szerepe viszont
igen valészintinek tekinthetd. A foszforilacié szerepének tisztazasat nagyon
megneheziti az a tény, hogy Ca és Mg jelenlétében nagyszami vorosvérsejt
membrankomponens foszforilalédik, amelyek kioziil egyelére nem tudjuk el-
kiiloniteni az esetleg a Ca-pumpa miikddéshez kapesolt komponenst. Ezért a
tovabbiakban igyeksziink az IOV-t megtisztitani e foszforilalédé kompo-
nensektdl és az aktivalast ismert tisztitott frakciék hozzaadasaval elgidézni.
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Készonetnyilvanitas

A technikai Kkivitelezésben nyijtott lelkes, megbizhaté segitségért
eziton is koszonetet mondunk Andrasi Laszléné, Dr. Sarkadi Adamné és
Dr. Stokum Gyulané asszisztenseknek.

A munka az Egészségiigyi Minisztérium 3. sz. ,,Eletfolyamatok szaba-
lyozasanak mechanizmusa (Bioregulacié)” megnevezési tarcaszintid kutatas
féiranyhoz elfogadott ,,Vérosvérsejtek transzport folyamatainak mechaniz-
musa. Vorosvérsejtek funkcionalis és anyagesere vizsgalata” c. témaban

végzett kutatomunka alapjan késziilt (6—03—0306—01—1/Ga).
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