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A kalcium a vorosvérsejt membranjanak épitGeleme, mely sokféle kol-
csonhatas révén annak struktirajat és funkciéjat meszemenden befolyasolja
(SzAsz 1975). A sejtmembranban levé kalcium nagymértékben felelgs a memb-
ran barrier funkciéjaért, s nem utolsésorban igen alacsony passziv Ca?*-per-
meabilitasaért. Ugyanakkor a vorosvérsejt-membran nagy kapacitasia aktiv
Ca?*-pumpdval rendelkezik (ScHATZMANN 1973). E két sajatossag kovetkez-
ménye a rendkiviil alacsony intracellularis Ca®*-szint, valamint az, hogy a sejt
belsejébe csak meglehet8sen erélyes beavatkozasok révén lehet kalciumot
bejuttatni (FERREIRA, LEW 1976). Ez megneheziti a sejtmembran belsg fel-
szinével érintkezd kalcium altal kivaltott két jellegzetes folyamat: a Ca®*-
dependens K *-transzport és a sphaeroechinocytaer (fogazott gomb) alakvaltozas
sajatsagainak tanulméanyozasat.

Ezért torekvéseink elsésorban arra iranyultak, hogy intakt sejten meg-
bizhaté eljarasokat dolgozzunk ki a kalcium—vorosvérsejt-membran kéleson-
hatasanak tanulméanyozasara.

Legfontosabb 1j eljarasaink a kovetkezdk:

1. Ca?*-influx vizsgalata 4*Ca-izotép segitségével. A jelentds mennyiségi
adszorbealt kalciumot jéghideg EGTA-val tavolitjuk el és a sejteket jéghideg
szachar6z-parnan torténd gyors centrifugalassal valasztjuk el a kozegtél.
A kalcium felvételt az intracellularis radioaktivitas alapjan mérjik (SzAsz és
mtsai 1977).

2. Ca®**-pumpa vizsgalata. Az intakt sejt belsejébe jelzett kalciumot jut-
tatunk az A23187 ionofor vegyiilet segitségével, majd az ionofort albuminos
mosasok segitségével eltavolitjuk. A pumpa aktivitasat ¥*Ca?*-efflux segitsé-
gével vizsgaljuk (SARKADI és mtsai 1976).

3. CaATPaz aktivitas. A 2. pontban leirt médon kalciummal toltott sej-
tekben jédacetamid 4 Na-tetrationat jelenlétében az anorganikus foszfat fel-
szabadulasat mérjiik, ami ilyen korilmények kozott gyakorlatilag megegyezik
az ATP-r6l lehasitott foszfat mennyiségével. Az impermeabilis lantan alkal-
mazasa révén a Ca’?*-pumpahoz kapesolt, ill. attél figgetlen CaATPaz elkiilo-
nithetd (SzAsz 1970a, SARKADI és mtsai 1977).
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4. A formaldehides, ill. glutaraldehides fixalast kovets faziskontraszt-
mikroszképos, ill. scanning elektronmikroeszképos morfologiai képet sajat szemi-
kvantitativ médszeriinkkel értékeljik (GARDOS és mtsai 1966).

Az intakt sejtek mellett az izoldlt sejtmembrdanok (SzAsz 1978) CaATPaz
aktivitasat (ScHATZMANN 1973), valamint az Gn. addicionalis kalciumkotést
vizsgaljuk. Ez utobbi vizsgalat soran kombinaltuk FORSTNER és MANERY (1971)
,.szoros Ca-kotést” vizsgalo és KwaNT és SEEMAN (1969) ,,teljes addicionalis
Ca-kotést” vizsgalé moédszerét és igy egymas mellett meg tudjuk hatarozni
a ,,szorosan’’ és ,lazan’’ kotott (tehat a magas és alacsony Ca-affinitasd kots-
helyekkel reagilé) kalcium frakcidkat (SzAsz és mtsai 1977). Az izolalt memb-
ranok lipidkivonataiban NAYLER (1966) eljarasat moédositva hatarozzuk meg
a membranlipidekhez kotott kalcium mennyiségét (SzAsz és mtsai 1977).

A K* és Na' transzport tanulmanyozasara jol bevalt médszerek van-
nak; a Ca?*-dependens K *-transzport tanulményozasakor ezeket alkalmaztuk
(GARDOS és mtsai 1975).

I. Ca**-dependens K™ -transzport

A Ca?*-dependens K *-transzport sajatsagait haromféle kisérleti felalli-
tasban vizsgéaltuk. Ezeket 1. abrank mutatja be ATP + 2.3-DPG depletalt
sejteken, amelyekben a gyors K*-transzport kalciummal jellegzetes médon
kivalthaté, EGTA-val pedig megakadalyozhaté. A harom kisérleti felallitas
a kovetkezd:

1. Nett6 K+ kiaramlas NaCl kozegben.

2. 2K *-felvétel (bearamlas) NaCl kozegben.

3. 2K *-efflux #2K-mal toltott sejtekbdl KCl kozegben, kicserélédési (ex-
change) feltételek mellett.

A Ca?*-dependens K *-transzport létrejotte esetében az 1. felallitasban
gyors K+ kiaramlas, a 2. felallitasban K * felvétel, majd kiegyenlit§dés,
a 3. felallitasban gyors K™ kidramlas észlelhetd. Ez utébbi . kicserélgdési
feltételek” mellett a K *-transzport sebességét kizarélag a membran K *-per-
meabilitasa szabja meg, ami ily médon a nyert adatokbél kiszamithaté.

Kiil6nb6z§ drogoknak a transzportfolyamatokra kifejtett hatasa ebben
a harom kisérleti felallitasban j6l elemezhetd. Mint 2. abrank mutatja, 0,5 mM
propranolol depletalt sejtek netté K+ kiaramlasat tovabb fokozni mar nem
képes, ugynakkor , kicserélgdési feltételek’ mellett kimutathaté, hogy a memb-
ran K*-permeabilitasat tovabb fokozza. Gyorsitja a 2K+ bearamlast is a 2.
kisérleti felallitasban. E jelenség magyarazatat akkor kaptuk meg, amikor
Cl--transzport gatlészerekkel (pl. dipiridamollal) végeztiink kisérleteket,
tovabba akkor, amikor a medium Cl- ionjait sokkal kevéshé permeabilis
anionokra (piruvéatra, laktatra) cseréltiikk ki (GARDOs és mtsai 1975). A K+
vandorlasat ui. Cl1- vandorlas kiséri. Kisérleteinkben az igen nagy mértékben
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1. dbra. Foszfatészter-mentes emberi virosvérsejtek Ca’*-dependens K *-transzportja (t: 37 °C).
Standard medium: 155 mM NaCl, 5 mM KCIL 1. 2,0 mM CaCl,; 2. 1,0 mM EGTA
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2. dbra. Propranolol hatasa foszfatészter-mentes emberi vorosvérsejtek Ca?*-dependens K+
transzportjara (t: 37 °C). Standard médium: l4sd 1. dbra. 1. 2,0 mM CaCl,; 2. 2,0 mM CaCl,,
0,5 mM propranolol; 3. 1,0 mM EGTA; 4. 1,0 mM EGTA. 0,5 mM propranolol

MTA Biol. Oszt. Kézl. 22 (1979)



106 GARDOS GYORGY, SZASZ ILMA ES SARKADI BALAZS

megnovekedett netté K+ kiaramlas mellett a lassibb Cl— transzport sebesség-
korlatozé szerepet tolt be, mely a membran hiperpolarizaciéjahoz (belsé nega-
tivitasanak novekedéséhez) vezet. Ez magyarazza a magas K *-permeabilitasi
membranon keresztiil a 2K+ gyors felvételét. Amikor propranolollal a memb-
ran K*-permeabilitasat tovabb noveljiik, ezzel néveljik a Cl—-permeabilitas-
hoz viszonyitott kiilonbséget is. Igy a hiperpolarizacié mértéke is novekszik
és ez megkonnyiti a 2K * belépését.

A Ca?t-dependens gyors K*-traszportot SH-reagensek (PCMB, etak-
rinsav, mersalil) részlegesen, mig oligomicin, klérbutanol, heptanol, p-klér-
fenol, timol igen nagy mértékben gatoljak. Az impermeabilis TEA kation rész-
legesen gatolja a K*-transzportot abbél az iranybél, ahol a TEA-t alkalmazzuk
(GARrDOS és mtsai 1975).

A Ca?*-dependens gyors K*-transzportfolyamat kialakulasanak eléfel-
tételei a kovetkezdk:

1. Ca2*-felvétel.

2. Kalcium-membran kolesonhatas.

3. K*-ra permeabilis struktira kialakulasa.

4. A K*-transzport akadalyozatlansaga.
ad 1. A Ca?* felvétele obligat elfeltétel. Ennek induktorai:

a) Az ATP depléciéja, amelynek soran a jelenséget el§szor észlel-
tik (GArpos 1956, GArpos és STRAUB 1957).

b) Kiilonb6z8 Ca?*-permeabilitast fokozé vegyiiletek: propranolol,
pronetalol (MANNINEN 1970), tetrakain (SzAsz és GArpos 1974).

c) Ca’*-ionofor vegyiiletek (A23187, X537A) jelenléte.

A propranolol csoport Ca?*-influx fokozé hatasat sajat vizsgila-
taink igazoltak (3., 4. dbra). A propranolol hatasmechanizmusénak egyes
részleteivel késébb foglalkozunk.

ad 2. A felvett Ca>* a membran bels§ felszinével reagalva valtja ki a szelektiv

K *-permeabilitas fokozédast (BLum és Horrman 1972). E kolesonhatas

laza természetére (a kotShely relative alacsonyabb Ca?*-affinitasara)

utalnak azon vizsgalataink, amelyek kimutatjak, hogy az impermeabilis,
kiviilrgl alkalmazott EDTA, ill. EGTA a magas Ca?*-permeabilitast

megsziinteti (GARDOs 1958, SzAsz és mtsai 1970, GARDOS és mtsai 1977).

A kalcium membranon belili atrendezddése tehat mar elégséges a hatas

megsziinéséhez, kivéve ha a friss sejt mM nagysagrendd, ill. az energe-

tikailag depletalt sejt 100 uM f6lotti intracellularis Ca?* szinttel rendel-
kezik.

A membran laza tipust kolesonhatasa kalciummal a pH emelésé-
vel egyre csokken: pH 9-nél az 6sszes addicionalis kalcium-kotésnek alig
109;,-at képezi, ilyenkor tehat a szoros kolcsonhatasok valnak domi-
nanssé (5. dbra). A szoros kélesonhatasokért felelgs akceptorhelyek t6bb
mint 90%-a fehérje természetli (Sato és Fujir 1974). Intakt sejten
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3. dbra. Propranolol hatésa friss, Ca®*-pumpa 4. dbra. Propranolol hatdsa foszfdtészter-

miikodéssel rendelkezé emberi vorosvérsejtek
Ca2*+-felvételére (t: 37 °C). [Ca?t],: 2,5 mM.
Propranolol koncentricidk: 1.0 mM; 2.

(t237.50)

0,5 mM; 3. 1,0 mM; 4. 2,5 mM; 5. 5,0 mM

mentes emberi vorosvérsejtek Ca®*-felvételére

[Ca®t]e: 2,5 mM. Propranolol kon-

centraciékat lasd 3. 4bran

pH 9-envizsgalva a K*-permeabilitasért felels kalcium-kotés természetét,
azt ilyenkor is lazanak talaltuk. A kotShely természete tehat kozvetleniil
nem vizsgalhat6, kozvetett tdton viszont valészintsithetd, elsGsorban
a propranolol hatasmechanizmusanak vizsgalata, ill. az SH-reagensek
gatlé hatasa (GARDOs és mtsai 1975) révén. A propranolol erdsen lipid-
oldékony vegyiilet (MANNINEN 1970), ezért elsGsorban a membrén lipid
régiéiban disul, koncentraciéja ott magasabb értéket ér el, mint a fehérje
régiokban. Sajat vizsgalataink igazoltak, hogy a propranolol erélyes
kalcium-levalaszté vegyiilet (6. dbra). Alacsony koncentraciéban alkal-
mazva — amikor tehét elsésorban a membran lipid régiéiban vialaszt le
kalciumot — a K*-permeabilitast fokozza. Csak magasabb koncentra-
ciéban valik gatlé hatasiva, amikor mar a fehérje régiékban is eléri azt
a koncentraciét, ami a kalciummal valé kélesonhatasokat megzavarja
(7. abra). Ezeket az eredményeket osszevetve az SH-reagensek K-
transzportot gatlé hatasaval, arra kovetkeztethetiink, hogy a K*-ra
permeabilis struktira kialakulasaért felelés kalcium-kotShelyek inkabb
a hidrofil (fehérje) régiokra lokalizalhaték vagy legalabbis a kovetkez-
ményes konformécié valtozasban fehérjék is szerepet jatszanak.
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5. dbra. Emberi vorosvérsejt-membrin addi- 6. dbra. Propranolol Ca®*-levalaszté hatdsa
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7. abra. Kiilonb6z6 koncentraciéju propranolol hatédsa Ca**-mal toltott emberi vorosvérsejtek
K*-kidgramldsdnak sebességi allandéjara (t: 37 °C; [Ca®*];: 2,5 mM). Médium: 120 mM KCI,
30 mM Trisz-HCI (pH 7.,4)
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ad 3. Talaltunk egy vegyiiletcsoportot — klérbutanol, heptanol, p-klérfenol,
timol — (SzAsz és mtsai 1977), amely az oligomicinhez (RIORDAN és

Passow 1973) hasonléan a Ca?*-felvétel és a Ca-membran kolesonhatas

lényeges befolyasolasa nélkiil erételjesen gatolja a K*-transzportot

(1. 9. abra). Friss, a Ca®>*-pumpa bénuldsa miatt mintegy 25 uM Ca?*-mal

disult, tovabba propranolol 4 Ca?*-mal kezelt sejtekben ([Ca]; ~

~ 25 uM), valamint depletalt sejtekben ([Ca]; ~ 60—80 xM) az imper-
meabilis lantan ionok is gatoljak a K* kiaramléasat (8. abra). A lantan
ionok gatlé hatasa csak az A23187 ionofor segitségével elérhets igen
magas (mM nagysagrendi) intracellularis kalciumszint mellett tinik el

(9. abra). Ionoforos kezeléssel kalciummal toltott sejteken a Ca2*-influx-

ra kifejtett hatastél elkiilonitve tisztdn kimutathaté a kiilonb6z6 kon-

centracioban alkalmazott propranololnak a K*-permeabilitasra kifejtett
kozvetlen hatasa (9. abra). A fentiekben felsorolt membranaktiv anya-
gok, valamint a lantan ionok tehat akadalyozzik a K*-ra permeabilis
membranstruktira kialakulasat, mig az optimalis koncentraciéji prop-
ranolol elGsegiti azt. )

ad 4. A K*-transzportot — excitabilis szovetekhez hasonléan — a TEA gatol-
ja, amennyiben a membrannak azon az oldalan alkalmazzuk, ahonnan

a K*-nak at kellene aramlania. A Cl--transzport gatlasa és a membran

hiperpolarizaciéja ugyancsak a K*-efflux ellen hat (GArRpOs és mtsai

1975).

A Ca?*-dependens K *-transzport magyarazatara kezdetben a ?K-influx
vizsgalatok alapjan exchange mechanizmust tételeztek fel (MANNINEN 1970).
A membranpotencial szamitott és mért értékei alapjan azonban a jelenség
porusmodell segitségével is magyarazhaté (GARDOS és mtsai 1975, GLYNN és
WARNER 1972, KREGENOW és HoFFMAN 1972, GARDOS és mtsai 1976). Annak
a feltevésnek a hitelét, hogy a Ca®*-dependens K *-transzportot a kalcium
jelenléte altal médositott K*-Na*-pumpa bonyolitja le (HorrmaN és KNAUF
1973), nemcsak az a tény gyengiti, hogy a jelenség ouabain szenzitivitasat nem
sikeriilt reprodukalni, hanem az is, hogy kiilonb6z8 allatfajoknal a K*-Na*-
pumpa, ill. a Ca?*-dependens K*-transzport megléte, ill. hidnya nincs 6ssz-
hangban (LEwW és BEAUGE 1978). Sajat kisérleteinkben pérusmodellel kineti-
kailag az észlelt jelenségeket jol tudjuk értelmezni. Természetesen sokkal
bonyolultabb elképzelések is napvilagotlattak (Stmons 1976). Mindenesetre azt
hangsilyoznunk kell, hogy a passziv Ca’*-transzport és Ca’*-dependens K*-
transzport utak funkcionalisan kiilonbé6znek (1. tablazat). Sematikus modellen
ezt a kovetkezGképpen érzékelhetjitk: A passziv Ca?*-influxot a lipidekrdl
Ca?*-ot levalaszté propranolol fokozza, a Ca’?*-nal affinisabban k6t8d6 lantan
részlegesen gatolja. A Ca’?*t-utak megnyilasahoz tehat egy donts tényezé a
nyilvanvalé: a barrier-Ca?* eltavolitasa. A K *-csatorna kialakuldsahoz viszont
szitkséges a Ca?*-nak a membran belsé felszinével torténd kolesonhatéasa és az

MTA Biol. Osst. Kosl. 22 (1979)
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8. dbra. La(l; hatdsa emberi vorosvérsejtek K*-kidramlasara. Médium: 145 mM NaCl, 5 mM
K(l, 2,5 mM CaCl,, 5 mM Trisz-HCI (pH 7,4). t: 37 °C. A. Friss sejtek; B. friss sejtek 41,0 mM
propranolol; C. foszfatészter-mentes sejtek. 1. Kontroll; 2. 0,2 mM LaCly;; 3. 5 mM EGTA
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9. dbra. Kiilonb6z8 drogok hatdsa Ca**-mal téltott emberi vorosvérsejtek 42K *-kidramléséra
kicserélédési (exchange) feltételek mellett (t: 37 °C [Ca?*];: 3.2 mM). Médium: 120 mM KCI,
30 mM Trisz-HCI (pH 7,4). 1. Kontroll; 1,0 mM EGTA; 0,2 mM LaCly; 2. 0,5 mM propranolol;
3. 5,0 mM propranolol; 4. 10 ug/ml oligomicin; 5. 3,0 mM klérbutanol; 6. 3,0 mM heptanol
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1. tablazat

Passziv Ca’?*-, ill. K*-transzport utak eltérd sajatsagai

Hatbanyagok Ca®* -transzport K*-transzport
Klérbutanol csoport és oligomicin nem gatol gatol
Propranolol [>2 mM] aktival gatol
SH-blokkolék (etakrinsav, mersalil, NEM) nem gatol gatol

SH-fehérjék intaktsaga, amelyek a konformaciévaltozast kozvetitik. A kon-
formaciévaltozast a barriertermészetd kalcium levalasztasa is eldsegiti, lan-
tanra val6 kicserélése hatraltatja, mig az er§sen lipidoldékony, membranba
épiils vegyiiletek megakadalyozzak (10. abra).
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10. Gbra. Vorosvérsejt membréan K+ és Ca®* csatorndinak hipotetikus séméja

II. Aktiv Ca2*-transzport (Ca**-pumpa)

Az el6z6ekben roviden mar emlitettiik az intakt vorosvérsejtek Ca2*-mal
val6 toltésére szolgalé ionoforos eljarasunkat. A moédszer alapja az a jelen-
ség, hogy az A23187 jelii Ca-ionofor antibiotikum hatésara Ca?*-ionok nagy
sebességgel képesek a vorosvérsejtekbe bejutni. Mivel a sejtekbe juté Ca?*
gyors K+-mozgast indukal, ha a vorosvérsejteket NaCl médiumban inkubal-
juk az ionofor anyaggal, a létrejové membranpotencial valtozas a pozitiv tol-
tésti Ca?t-ionok mozgisit meggyorsitja. KCl médiumban vagy a K*-transz-
portot gatlé klérbutanol jelenlétében ez a hatas nem jelentkezik, a Ca%* beju-
tasa joval lassibb és Ca’?*-akkumulaci6 nem torténik (11. abra). Ennek
megfelelden a vorosvérsejteket NaCl médiumban A23187-tel kezelve, egy-két
perc alatt a kivant mennyiségli kalciumot vihetjiik be a sejtekbe.
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Ahhoz, hogy kalciumtartalmi ép sejteket nyerhessiink, az ionofor anya-
got a kezelés utan teljes mértékben el kell tavolitanunk. Ezt a célt a sejtek
nagy térfogatd, hideg albumint tartalmazé fiziolégias oldattal térténé mosasa-
val tudtuk elérni. Az albumin az ionofor anyagot erdsen megkoti és igy azt
a sejtmembranbol eliminalja. Az igy preparalt sejtek biokémiai vizsgélata
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11. dbra. A23187 hatésa emberi vorosvérsejtek 45Ca**-felvételére (t: 37 °C: pH: 7.4 [Ca®*],:
0,5 mM). 1. 160 mM NaCl; 2. 160 mM NaCl, 5 uM A23187; 3. 160 mM NaCl, 5 ©M A23187,
3 mM klérbutanol; 4. 160 mM KCI, 5 uM A23187

szerint a kezelés a vorosvérsejtek K+, Nat, Mg2*, ATP és 2,3-DPG tartalmat
nem befolyasolta (Sarkadi és mtsai 1976).

A Ca’*-ot tartalmazé vorosvérsejteket a transzport-vizsgalatok soran
magas K *-koncentraciéji médiumban inkubaltuk, hogy a kialakulé nagyfoku
K +-permeabilitas ne hozzon létre K *-veszteséget és a sejtek ne zsugorodjanak.
Mig az intracellularis [Ca®>* ] novelésével a passziv (ouabain-inszenzitiv) Na*-
transzport sebessége alig valtozik, az aktiv Nat-pumpat (ouabain-szenzitiv
Na*-transzport) 1 mM belsg [Ca®?™] mar teljes mértékben gatolja (12. abra).
Ez az eredményiink jol egyezik azokkal az irodalmi adatokkal, amelyek
az izolalt membran Na*-K+-ATPaznak Ca?*-ionokkal valé gatolhatésigara
vonatkoznak (DunmaAM és GLyNN 1961, VinceEnzr 1971).

Az ép vorosvérsejtek Ca’*-transzportjat vizsgalva azt tapasztaltuk,
hogy a bejuttatott Ca®>* nagy sebességgel aramlik kifelé, és az efflux sebessége
a Ca’*-koncentracié novelésével 1 mM belsé [Ca2t]-ig egyenletesen novek-
szik (13. dbra). Magasabb Ca?*-koncentracioknél a kiaramlas sebessége allan-
désul, a transzport ,telitédik”. A Ca?*-kiaramlas dtlagos maximailis sebes-
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12. @bra. Az intracellularis kalcium koncentracié valtoztatdsanak hatdsa intakt emberi voros-
vérsejtek **Na*-kidramlésara (t: 37 °C). Médium: 120 mM KCl, 15 mM NaCl, 2 mM CaCl,,
15 mM Trisz-HCI (pH 7.4). 1. Teljes **Na*-kidramlas; 2. ouabain-inszenzitiv >*Na+-kidramlas

(100 M ouabain jelenlétében); 3. ouabain-szenzitiv **Na*-kidramlas
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13. abra. Az intracellularis kalcium koncentricié valtoztatdsinak hatdsa intakt emberi voros-
vérsejtek Ca®*-kidramlasinak sebességére (t: 37 °C). Médium: lasd 12. abranal. Négy kisérlet

adatai
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sége kisérleteink szerint mintegy 85 umdl/1 sejt/perc. Ugyanakkor a sejtekbe
torténd Ca’?*-bearamlas sebessége rendkiviil alacsony marad. 2 mM kiilsg [Ca?* ]
mellett — 2,5—3 mM intracellularis [Ca%2*] alatt — a Ca?*-influx sebes-
sége kisebb, mint 1 pmél/1 sejt/perc. 3 mM intracellularis [Ca’*] folott a
sejtmembran karosodasanak jeleként a passziv Ca?*-influx sebessége jelen-
tésen megnovekszik.

Szamos kisérleti eredmény utal arra, hogy a vorésvérsejtek aktiv Ca?*-
transzportjanak molekularis alapja a sejtmembran Ca?*-Mg?*-ATPézanak
miikodése (ScEATZMANN 1966, 1975). Ugyanakkor kiilonb6z§ szerzék kiilon-
b6z6 médokon preparilt membranoknil jelentgsen eltérs Ca’*-koncentracié-
kat jeloltek meg az enzim maximaélis aktivalé hatasara (Wowrr 1970, 1972,
ScHATZMANN és Rosst 1971, ScHATZMANN 1973, QuisT és RourocaLris 1975).
Az eredmények két nagy csoportba sorolhaték: mig a ,,high Ca-affinity”
preparitumokon 5—25 uM Ca?*-nil, addig az tn. ,.low Ca-affinity’ prepara-
tumokban 300—500 xM Ca%*-nal talaltik meg a maximalis aktivalé hatast.
Minthogy kisérleteink szerint ép sejtekben ez a kalciumkoncentracié 1 mM
koriili érték, és a bejuttatott kalciumnak mintegy 30—509,-a tekinthet§ ioni-
zaltnak (ScHATZMANN 1973, FERREIRA és LEw 1976), eredményeink arra utal-
nak, hogy az aktiv Ca?*-transzportban az alacsonyabb Ca-affinitdsi (maga-
sabb [Ca?*] mellett aktivalodé) ATPaz frakcié jatszik szerepet.

Az aktiv Ca?*-transzport ATP-igényét vizsgalva azt talaltuk, hogy mind
az aktiv Ca?*-efflux, mind a passziv Ca?*-influx sebessége széles tartomany-
ban (1500 és 100 uM ATP/1 sejt kozott) fiiggetlen a sejtek ATP koncentracié-
jatél. Amennyiben azonban a sejtek ATP tartalmat elGzetes depletalassal
100 pmol/1 sejt ala csokkentettiik, az aktiv kiaramlas erdsen lelassult, mig
a Ca’*-bearamlas meggyorsult. Ezért a pumpa aktivitdsanak ATP-fiiggése és
észlelt alacsony ATP-igénye j6é osszhangban van az izolalt membranokon
kapott eredményekkel, amelyek szerint a Ca?*-Mg?*-ATPaz ATP-re vonatkozé
Michaelis-konstansa mintegy 40 uM (ScEHATZMANN 1973).

Az inkubalé médium kationosszetétele a vorosvérsejtek aktiv Ca?*-
transzportjat alig befolyasolja. Ca?* és mas divalens kationok, igy Mg**,
Sr2*, Ba?*, Mn?* hozzaadasa (2 mM) vagy teljes elvonasa (EGTA, EDTA
adasaval) a folyamatra hatastalan, azaz a Ca?*-pumpa a Ca?*-gradienstdl
fiiggetleniil maximalis sebességgel miikodik. A médium K+ és Na* ionjainak
egymasra vagy kolinra valé kicserélése ugyancsak nem befolyasolja a Ca®*-
kiaramlast, bizonyitva, hogy az nem kapcsolédik sem két-, sem egyértéki
kationok ellentranszportjahoz.

Kisérleteink soran szamos drog hatasat vizsgaltuk meg ép vorosvérsejtek
aktiv Ca?*-transzportjara. Az aktiv K+*-Na*-transzportot gatlé ouabain és
oligomicin a Ca?*-mozgast nem befolyasolja, ugyanigy hatastalan a folyamatra
szamos membran-aktiv drog is (DNP, klérbutanol, dipiridamol, klérpromazin
sth.). Magas koncentraciéji propranolol (2—5 mM), néhany SH-reagens
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(PCMB, NEM, mersalil, etakrinsav 0,2—0,5 mM koncentraciéban) és a mito-
chondrialis Ca?*-transzportot gatlé ruténium véros (0,2—1 mM) a vorosvér-
sejtek Ca?*-transzportjat részlegesen gatolja. A Ca?*-pumpa igen hatasos
gatloszereinek talaltuk a lantan iont és a lantanidakat. Az inkubalé médium-
hoz adott 50—250 uM végkoncentraciéju LaCl, a Ca?*-effluxot 85—959%,-ban

gatolja (14. abra).
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14. gbra. LaCl; Ca**-kiaramlast gatlé hatdsa kalciummal toltott emberi virosvérsejtekben
(t: 37 °C). Médium: lasd 12. abranédl. Harom kisérlet adatai; kezdeti [Ca];: 1.5—2,5 mM

A vizsgalt koncentraciokban a lantan hatastalan a vorosvérsejtek K-
Na*-pumpéjara (SARKADI és mtsai 1976), a magas — mM nagysagrenddi —
intracellularis kalciumszint altal okozott gyors K+-mozgasra (SzAsz és mtsai
1977) és nem okozza a sejtek aggregaciéjat vagy lizisét. 4%La izotép segitsé-
gével megvizsgaltuk, hogy a lantan ionok behatolnak-e a vorésvérsejtekbe,
vagy csak azok felszinéhez kot6dve hatnak. Amint a 15. abra mutatja, a
médiumhoz adott jelzett lantan a sejtekhez rendkiviil gyorsan kapcsolédik,
a médiumhoz adott impermeabilis CaEGTA-val azonban ugyanilyen gyorsan

8* MTA Biol. Osst. Késl. 22 (1979)
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és teljes egészében levalaszthaté. A lantan-kotddés és levalasztas folyamata
a parhuzamosan vizsgalt Ca?*-pumpa gatlasaban, ill. a gatlas alél valé fel-
szabadulasaban is jo6l tikrozddik. Mivel az EGTA a vorosvérsejtekbe nem jut
be, a folyamat alacsony héfiiggése és teljes reverzibilitasa egyértelmiien arra
utal, hogy a La®* ionok a sejtmembran kiils6 oldalan kotédnek az aktiv
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15. @bra. Emberi vorosvérsejtek lantan kotése (A); LaCl, gatlé hatasa a Ca®*-kidramlasra (B).
t: 37 °C. Médium: lasd 12. abranal. 1. 0,2 mM LaCl¥ ; 2. 0,2 mM LaCl¥, 1 mM Ca-EGTA.
*Az A kisérletben 5 uCi *°LaCl;-dal kiegészitve

Ca?*-pumpa molekuléaris komponenseihez és azokat mintegy ,,rogzitve” meg-
allitjak az djabb Ca?*-szallité 1épéseket.

A kovetkezGkben az ép vorosvérsejtek Ca’*-pumpéjanak energiaigé-
nyét, ill. a Ca®*-mozgas és az ATP-felhasznalas sztochiometriajat vizsgaltuk.
Az ATP szint csokkenése a vorosvérsejt aktiv adenilatkinaz aktivitasa miatt
nem jelzi szamszertden az ATPaz aktivitas révén bekovetkezd ATP-bomlast.
Ezért az el6z6ekben mar ismertetett koriillmények kozott, sajat médszeriinkkel
az anorganikus foszfat felszabadulasa alapjan hataroztuk meg az ATPaz akti-
vitast, ill. annak lantan-szenzitiv frakecigjat.

Az energiafogyasztas vizsgalatdhoz olyan vorosvérsejteket hasznaltunk,
amelyekben a [Ca]; nem volt magasabb 3 mM-nal és ATP tartalmuk nem
csokkent a kisérlet alatt sem 100 umdl/1 sejt ala.

Kezeletlen, ill. Ca?*-mentes kozegben preparalt sejteknél az ATP-hasitas
(Pi-termelés) viszonylag alacsony szintd (37,5 + 8,2 umoél/1 sejt/perc) - és
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ouabain hatasara — a K*-Na*-pumpdira es§ ATP-hasitas megsziinésével —
mintegy 40%,-kal csokken (22,2 + 4,5 umdl/1 sejt/percre; n = 5 mindkét eset-
ben, 4-SD értékek). A sejt [Ca] novelésekor az 6ssz-ATP hasitas mintegy két-
szeresére né, ouabain-szenzitivitasa — a Na*-K*-pumpa leallitdsanak meg-
felelden — megsziinik és jelentds frakciéja lantan-szenzitivvé valik. A Ca?*-
transzporthoz hasonléan a Ca?*-aktivalt ATP-bontas sebessége is mintegy
1 mM [Ca]i-nal telitédik és e folott a lantan-szenzitiv frakeié6 is kozel allandéva
valik (16. abra).
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16. dbra. Az intracelluléris kalcium koncentrécié véltoztatasianak hatdsa a Pj-felszabaduldsra
2,0 mM monojédacetamid + 2,0 mM Na,S,0.-tal kezelt emberi viorésvérsejteknél 37 °C-on.
Médium: lasd 12. dbranal. 1. Kontroll; 2. 100 uM ouabain; 3. 250 uM LaCl,

A 17. abra a Ca-ATP sztochiometria meghatarozasiara végzett egyik
jellemzd kisérlet eredményeit mutatja. A sejtek Ca, P;, ATP és 2,3-DPG tar-
talmat parhuzamosan mérve megallapithaté, hogy a Ca-toltés szakaszaban
(I: a hémérséklet 0—4 °C kozott) az anyagesere-paraméterek alig véaltoznak.
A TI-vel jelolt idGszak (3 perc 25 °C-on) az anyageseregatlé drogok, ajédacet-
amid és a Na-tetrationat teljes hatasanak kifejlédéséhez sziikséges eldinkuba-
Jas. Ezt koveti a tényleges vizsgalati periédus (III: 37 °C). A Ca?*-efflux és
az anorganikus foszfor felszabadulds lantan-szenzitiv frakciéjat viszonyitjuk
egymashoz és igy kapjuk meg az egy Ca®* ion transzportjara es6 ATP-fel-
hasznalast. Nyolc hasonléan elvégzett kisérlet adatai alapjan a Ca?t/ATP
arany 1,96 -+ 0,15-nak adédott, amely nem kiilonbozik szignifikansan 2-t8l.
A vizsgalt periédusban a sejtek 2,3-DPG tartalma allandé marad, mig az ATP-
tartalom az anorganikus foszfor felszabadulas abszolit értékénél kisebb mér-
tékben csokken.
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17. dbra. Ca®*-kidramlas, Pj-felszabadulas, ATP és 2,3-DPG-szint valtozisa kalciummal

toitott, 2,0 mM monojédacetamid + 2.0 mM Na,S,04-tal kezelt intakt emberi vorosvérsejtek”

nél. Médium: 1. 12. 4branél. 1. Kontroll; 2. 250 uM LaCl,. A kisérlet részletezését lasd a szoveg”
ben

Eredményeink ép vorosvérsejteken igazoljak, hogy a szarkoplazmatikus
retikulumhoz (MAKINOSE és HasseLBacH 1971) hasonléan, a voriosvérsejtek
is 2 Ca?*-ion transzportjdhoz 1 ATP molekula bontasabél szirmazé energiat
hasznélnak fel a Ca?*-pumpa miikédése soran.

II1. A vorosvérsejt Ca®*-fiiggo alakvdltozdsat

Az ATP-deplécié (NAKAO és mtsai 1960) és a Ca?*-toltés (WHITE 1974)
echinocytaer alakvaltozassal (fogazédas) jar. Ca’t-levalaszté vegyiiletek

— igy a propranolol is — viszont stomatocytaer alakvaltozast (invaginaciot)
hoznak létre (DEUuTICKE 1968) (18. abra).

MTA Biol. Osst. Kozl. 22 (1979)
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18. dbra. A vorosvérsejt alakvaltozasainak fazisai

Utébbi tényrdl megfeledkezve szoktik egy kalap ald venni a Ca?*-depen-
dens K *-transzport és az echinocytaer alakvaltozas folyamatait. Funkcionalis
vizsgalataink eredményeit, amelyek a két folyamat eltéré voltat igazoljak,
2. tablazatunkban mutatjuk be.

2. tablazat

Ca’*-dependens gyors K*-kidramlas és az echinocytaer alakvaltozds dsszehasonlitdsa

K+-kidramlds Echinocytosis

ATP deplécioé nem feltétlen eléfeltétel

Fémion felvétel Elsfeltétel Nem elofeltétel

Kivalto fémek Ca®*, Sr2+(Ladt, Phit) ’ Ca2t, Sr2t, Cd2t, Cu2t

Ca’*-kotés laza SZOT0S

Lad+ gatol nem géatol

Kivilté drogok kevés, kationos természetii nagyszami anionos, vagy nem
drog (stomatocytosist ionos drog (szelektiv K*-
okoznak) kidramlast nem okoznak)

MTA Biol. Osst. Késl. 22 (1979)
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A bikonkév alak fenntartasat befolyasolé tényezéket az alabbi 4 pont-
ban foglalhatjuk Gssze:

1. ATP szint és kompartmentalizacié.

2. Ca2t, ill. egyéb fém penetracio.

3. Ca%™* és a kotShelyek kolesonhatasa.

4. A Ca?*-kot8helyektdl fiiggetlen membranstruktara valtozasok.
ad 1. Az ATP szint csokkenését — idGben megkésve — koveti az echinocytaer

alakvaltozas (GARDOS és mtsai 1966). A membran bels§ felszinének

fokozott ATP kotése (pl. a sejt enyhe proteolitikus kezelésének hatasara)

a bikonkav alak fenntartasdnak kedvez (SzAsz és mtsai 1967).
ad 2. Az echinocytaer alakvaltozas Ca®*-bevitellel elgidézhetd, de a Ca?* fel-

vétele az alakvaltozasnak nem obligat eléfeltétele. Ugyanezt az alak-

valtozast més fém ionok (Cu?*, Cd%2*) bevitele is kivaltja (SzAsz 1970b,

SzAsz és mtsai 1970).
ad 3. A Ca?* ionok és a kotShelyek kolesonhatasa szoros tipusi, az addicio-

nalis Ca?* kotGhelyek valdszintleg fehérjéken helyezkednek el (Szisz

és mtsai 1970). Savanyitas és Ca’?*-levalaszté kationos drogok stomatocy-
taer, ligositas és anionos vagy nem ionos drogok membranba épiilése

echinocytaer alakvaltozast okoznak (DEuTIicKE 1968).
ad 4. Koleszterin-disiléas a sejt ellapulasat, platicyta képz8dést okoz (CooPER

©1970). Kiviilrgl alkalmazott lizolecitin, ill. szabad zsirsav echinocytosist

idéz elg (DEuTickE 1968).

Az intracellularis Ca®>* aktivalé és gatlé anyageserehatéasait — amelyek
az alakra befolyéassal lehetnek —, 19. abrank szemlélteti. Ezek a hatéasok
a kovetkezdk:

1. Ké6zvetlen hatasok.

A) A membranban levé foszfolipaz A (PAYsANT és mtsai 1970), valamint
foszfolipaz C (ALLAN és MicHELL 1975, ALLAN és mtsai 1976a, b) akti-
valasa. El6bbi hatasara az erdsen membranaktiv lizofoszfatidok,
utébbi hatéasara diglicerid képzddik.

B) Ca2t-ATPazok és Ca’?*-proteinkinazok aktivalasa.

C) Mg2*+-ATPazok és Mg?*-proteinkinazok gatlasa.

2. Kobzvetett hatasok.

Ezek az ATP szint csokkentésén keresztiil érvényesiilnek. Ennek oka

egyrészt a Ca?t glikolizisgatls hatésa, masrészt egyes ATP fogyaszté

folyamatok, elsGsorban a Ca’?*-pumpa aktivalasa. Az ATP-lebomlason
keresztiil érvényesiil§, kozvetett Ca?*-hatasokhoz tartozik:

A) A lizofoszfatidok ATP-dependens reacilalasanak kiesése.

B) A diglicerid ATP-dependens refoszforilalasanak, a digliceridkinaz mi-
kodésének kiesése.

A fent felsorolt folyamatok koziil a Ca?*-aktivacié okozta endogén lizo-

foszfatidképzddés még nem bizonyitott. Mi magunk is csak a sajat plazmaja-
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ban ATP-depletalt vorosvérsejtek membranjaban tudtunk lizolecitin fel-
szaporodast kimutatni. A lizolecitin képzése ilyenkor valészintileg a plazma
LCAT (lecitin-koleszterin aciltranszferaz) enzimjének hatasara jon létre
(SHOHET és HALEY 1973, LICHTMAN és mtsai 1974). A Ca?*-aktivalt endogén
digliceridképz8dés azonban bizonyitottnak tekinthet6 (ALLAN és MicHELL 1975,
ALLAN és mtsai 1976a, b) és kisérGjelensége az echinocytaer alakvaltozasnak.

—— AKTIVALAS
—f GATLAS

Mg-proT
KINAZ

19. dbra. Az intracellularis kalcium altal elgidézett biokémiai valtozasok és az alakvaltozis
lehetséges kapcsolatai vorosvérsejteknél. Jeloléseket lasd a szovegben

Ugyanakkor kiviilrél a sejtekhez adott diglicerid stomatocytaer atalakulast
okoz (ALLAN és mtsai 1975).

A kationos anaestheticumok is vagy stomatocytosist, vagy echinocytosist
hoznak létre attél fiiggGen, hogy a membran melyik rétegébe épiilnek be.
A permeabilis propranolol a foszfotidilszerinben dis, negativ to6ltésti belsé
rétegbe épiil be és stomatocytaer alakvaltozast okoz. Ugyanakkor az imper-
meabilis kationos anaestheticumok, valamint az anionos membranaktiv vegyii-
letek a kiilsé lipidrétegben disulnak és echinocytaer alakvaltozast okoznak.
Mindezen jelenségek értelmezheték SHEETZ és SINGER 1974 dn. ,.bilayer
couple” hipotézisével. E feltevés szerint a membran két rétege kiilon-kiilon
kiterjedhet, ill. 6sszehtizédhat, mikézben van der Waals erék révén a kapcso-
lat koztiik megmarad. E feliiletarany valtozasokat jellegzetes alakvaltozasok
kovetik. Amennyiben a kiilsé réteg : belsé réteg felszinaranya né, a kiilsg
réteg a belsé folott ,,6sszerancolédik™: echinocytosis kovetkezik be, melyet
végiil is fragmentacié kovet. Amennyiben a kiils§ réteg : belsd réteg felszin-
aranya csokken, a belsé réteg relativ expanziéja stomatocytosist hoz létre.
Végiil fiziés folyamatok révén alakul ki a mikroszferocita alak.
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Minden stomatocytaer-echinocytaer alakvaltozdsra vonatkozé kisérleti

eredményiink beilleszthetd ebbe a felfogasba, de e magyarazat helyességét

még szamos kisérleti adattal kell bizonyitanunk.

A stomatocyta és echinocyta kozott all6 normal korong bikonkavitasait

fenntarté molekularis mechanizmusra vonatkozéan azonban még elfogadhaté
hipotézist sem lehet felallitani. E téren elsésorban a Ca?*-ATPazok és a memb-
ranfoszforilaciés folyamatok funkcionélis szerepének tisztazasa nélkiilozhetet-

len. Vizsgalatainkat ebben az iranyban folytatjuk tovabb.
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