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A biomembranok vizsgilata soran egyre inkabb elgtérbe keriilt az
egyes membranfunkeciok kézotti kolesonhatasok tanulmanyozasa. ElsGsorban
a membran receptorok, a transzport folyamatok, illetve a membranban
lokalizalt egyes enzimrendszerek kozotti lehetséges osszefiiggések képezik a
membran kutatasok egyik legijabb iranyzatat. Erre az adott lehetdséget,
hogy az utébbi évtizedekben elért médszertani fejlgdés eredményeképpen
ma mar értékes tapasztalatokkal és ismeretekkel rendelkeziink a biomemb-
ranok — koztik a plazmamembranok — izolalasiban és tisztitasaban.
A membranok kémiai 6sszetétele, enzimatikus funkeidi, egyes receptorainak
tulajdonsagai szintén ismertté véaltak. Sajat vizsgalatainkban a simaizom
miikdését befolyasolé hormonok és gydgyszerek, valamint az egyéb plazma-
membran komponensek kozotti kolesonhatasokat kivanjuk tanulmanyozni.
Jelen kézleményben a munka bevezetd szakaszarél, a miometrium plazma-
membran izoldlds soran nyert tapasztalatainkrél szamolunk be.

Vizsgalatainkat patkany és szarvasmarha miometriumon végeztiik.
100—150 g-os patkanyokat 3 napon at 1 mg/kg i.m. adott dietildsztroll szar-
mazékkal (Syntestrin) elGkezeltilk azért, hogy az egyes allatok ovarialis
ciklusa azonos legyen. A szarvasmarha ovariilis ciklusira az endometrium
allapotabél tudtunk kévetkeztetni. A miometrium bonyolult szerkezetd,
latszélag halézatos elrendezésti simaizom tomeg. Valéjaban slird érfonat
izomfalaibé6l 6sszefondédott lemez. A hosszanti és kereszt irdnyd izomkéte-
geket nehéz egymastél elkiiloniteni. Médszereink kidolgozasanal figyelembe
vettiik az egyéb simaizom (bél, ér) OLIVEIRA (1974) plazmamembran prepara-
lasi eljarasokat. Kezdetben nagy nehézséget jelentett a meglehetdsen rigid szo-
vet feltarasa. Az uterus rétegeinek (endo-mio-perimetrium) elkiilonitése utén a
miometrium szoveti szerkezetét fellazitottuk. A szarvasmarhaméh izomzatat
daralassal apritottuk és késes blendorban homogenizaltuk. A patkiny miomet-
riumokat 1—2 mm-es darabokra vagtuk és 15 percig tivegpotterben homogeni-
zaltuk. A homogenizalas soran kiilonb6z6 nagysagd membran fragmentek kelet-
keztek, amelyek majdnem egyenletesen oszlottak meg a differencial centrifuga-
lassal elkiilonitett szubcellularis komponensek kozott. Igy tobbféle lehetgségiink
volt viszonylag tiszta, enzimatikusan aktiv plazmamembran elkiilonitésére.
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Médszerek :

1. Preparaldsi eljardsok

SEREDA és CarorL (1968) patkidnymiometriumbél izolalt elektron-
mikroszképosan igazolt plazmamembrant. A tisztitott és fagyasztott mio-
metriumot mikrotémmal pépessé szeletelte és pufferolt KCl oldatban szusz-
pendalta. Az igy nyert viszonylag egységes homogenizatumot 3000 g-vel
centrifugalta és tobbszor mosta a szuszpendalé oldattal. Hig ATP oldattal
extrahalta az aktiomiozint, majd az 1500 g centrifugalassal nyert csapadékot
elektronmikroszképikusan vizsgalta. Ures membrangytriket kapott, ame-
lyeket kollagén szalak kapcsoltak ossze nagyobb kolonidkka. Az eljarast
mi is megismételtiik. A kiiilepitett ,,plazmamembran” konglomeratum nem
alkalmas enzimatikus mérésekre, ezért iivegpotterrel tovibb homogenizaltuk.
Az igy nyert viszonylag egységes preparatum azonban nem mutatott enzi-
matikus aktivitast.

Fricke és Kraus (1974) gélsziiréssel (Sepharose 4B oszlopon) izolalt
szivizombél plazmamembran fragmentekben dis mikroszéma frakeit. Az
oszloprol két jol elkiiloniild részben elualta a posztmitokondrialis frakeiot.
Az eljarast marhamiometrium plazmamembran tisztitasara akartuk alkal-
mazni. Az egyes frakcik fehérje tartalmat 280 nm-en mért abszorbcioval
kovettiik (1. abra), s megallapitottuk, hogy a plazmamembran marker enzim
— a Na® + KT-ATPaz — aktivitas csak az elsG fehérjecsicsnak megfeleld
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1. @bra. Marhaméh simaizom posztmitokondridlis frakcié gél filtraciéja Sepharose 4B oszlopon.

10 000 g-vel 10 percig torténd eentrifugalassal nyert posztmitokondrialis feliiliszé gélfiltraciéja

elézetesen pufferolt KCI oldattal equilibralt Sepharose 4B géloszlopon (20 X 1,6 cm). Eluélas

az equilibralé oldattal tortént. 2 ml-es frakciék 280 nm-on mért fényelnyelése X — X ; Nat,

K+, Mg** ionok jelenlétében mért ATPaz aktivitds O — O ; Mg+ *-ATPaz aktivitas [|—[];
Nat 4 K+-ATPaz aktivitis @ — @.
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frakciéban mérhetd (2. abra). A posztmitokondrialis feliildszébél 105000 g-vel
kiiilepitett mikroszéma frakcié6 azonban nem valaszthaté szét tovabbi
frakciokra ezzel a gélsztliréses modszerrel. Aranylag tiszta plazmamembran
frakei6 allithaté el6 KipwAy (1970) mdédositott médszerével (3. abra), bar
a moédszer nagy anyagveszteséggel jar. A preparalast marha- és patkany-
miometriumbél egyarant elvégeztiik. A homogenizalast mannit-EDTA-Trisz
(pH 7,1) médiumban végeztiik. 15—209,-0s homogenizatumbél 105000 g-vel
iilepitettiik ki a partikularis frakciékat. A csapadékot kevés homogenizilé
médiumban szuszpendaltuk és rarétegeztiik egy szakaszos nadcukor strtség-
gradiensre. A gradiens rétegkoncentraciéinak megvalasztasanal felhasznaltuk
Kipway (1970) folyamatos siiriiség-gradiens centrifugaldssal nyert eredmé-
nyeit, valamint sajat korabbi tapasztalatainkat. A gradiens komponensei
12, 35, 509,-0s 1 mM Trisz EDTA-t (pH 7,1) tartalmazé nadcukor rétegek
voltak. 2 6ran at 120000 g-vel torténd centrifugalas utdn a plazmamembran
frakeié 12 és 359%,-os cukoroldat interfazisiban helyezkedett el. A rétegek
szeparalasa és izotonidsra torténd higitasa utan 10000 X g centrifugalassal
kiiilepitettiik a mitokondrialis szennyez6déseket, majd a feliilisz6bél 105 000
g-vel a plazmamembran partikulumokat. A csapadékot a homogenizalé
oldatban szuszpendaltuk és —20 °C-on taroltuk.

Nagyobb mennyiségli plazmamembriant nyertiink JAnkova (1975)
médositott médszerével (4. abra). ElsG lépésben 900 g-vel kiiilepitettiik a
magfrakeciét. A csapadékot kétszer mostuk, majd az egyesitett feliiliszokbél
10000 g-vel elkiilonitettiik a mitokondrium frakciét, melyet egyszer mostunk.
A posztmitokondrialis feliilisz6b6l 105000 g-vel térténd centrifugalassal
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2. ébra. Marhaméh simaizom mikroszomalis frakcié gél filtraciéja Sepharose 4B oszlopon. Poszt-

mitokondridlis feliillisz6b6l 105 000 g-vel 60 percig torténd centrifugéldssal elgallitott, 5 ml

homogeniz4l6 médiumban felszuszpendélt mikroszomaélis frakeié gélsziirése egy elzetesen

pufferolt KCl oldattal equilibralt Sepharose 4B géloszlopon (20 X 1,6 ¢cm). Az elualas az equilib-
ralé oldattal tértént. A 2 ml-es frakciok 280 nm-on mért fényelnyelése X — X.
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3. dbra. Plazmamembran frakcié preparalisa Kipway médositott médszerével
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4. dbra. Plazmamembran frakcié elgallitdsa JANKovA médositott eljarasaval
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valasztottuk el a mikroszéma frakciét a szolubilis fehérjéket tartalmazé
citoplazma frakei6étél. A csapadékot (mikroszéma frakeié) a homogenizalé
médiumban szuszpendaltuk és az el6z8ekben ismertetett lépcsdzetes stirtiség-
gradiensen tisztitottuk tovabb.

2. Enzimaktivitasok mérésére szolgalo eljardsok

A preparalasi eljaras hatékonysagat enzimatikus mérésekkel ellen-
oriztiikk. Plazmamembran frakecié enzim markerének a Nat 4 K*+-ATPaz
tekinthet6 legmegbizhatébban, de markerként hasznalhaté az 5’nukleotidaz
is. Az utébbi enzim ésszaktivitasanak kb. 609%-a talalhat6 a plazmamembran
frakciéban, a fennmaradé 409, egyenletesen oszlik el a tobbi szubcellularis
komponens kozott. A fentieken kiviil megvizsgaltuk még a leucin-amino-
peptidaz (LAP) és a gluké6z-6-foszfataz aktivitas megoszlasat is. A LAP kb.
509%-a a citoplazma frakcioban fordul el6, mig a gluké6z-6-foszfataz az endo-
plazmas retikulum enzime. A kiilonb6z6 enzimek aktivitasanak meghataro-
zasat az alabbi médszerekkel végeztiik.

Mg**-ATPdz és Na* +K*-ATPiz

A Mg**-ATPaz aktivitasanak meghatarozasa 2 ml reakcié-elegyben
tortént, melynek osszetétele: 50 mM Trisz-HCl (pH 7,4), 5 mM MgCl, és 5
mM ATP. 10 percig 37 °C-on torténd inkubalas utdn az enzimatikus ATP-
hidrolizist 1 ml 209,-0s TCA-val allitottuk elG, és a fehérjementes sziirletben
a felszabadult anorganikus foszfatot LoHMAN és JENDRASSIK (1926) szerint
mértiikk. A Na® 4 KT-ATPaz aktivitds meghatarozasa esetén a fenti
reakciéelegy még 100 mM NaCl-t és 20 mM KCl-t is tartalmazott.

Na*t 4 K*-ATPaz aktivitais = Mg*™ " 4 Na® ++ K jelenlétében mért
ATP bontas — Mg*+ jelenlétében mért ATP-bontas.

5’nukleotiddz

Az 5’nukleotidaz aktivitast 1 ml reakciéelegyben hataroztuk meg,
mely 100 mM KCl-t 10 mM MgCl,-t és 10 mM AMP-t tartalmazott 37 °C-on
20 perces inkubaldas utan 0,5 ml 209%-0os TCA-t adtunk a reakciéelegyhez, -
és a fehérjementes szlirlethen LoBMANN és JENDRASSIK (1926) szerint hata-
roztuk meg a felszabadult anorganikus foszfatot.

Leucinamino-peptidaz

A leucinamino-peptidaz aktivitdst GOLDBERG és RUTENBURG (1958) sze-
rint hataroztuk meg, szubsztratként L-leucin-f naftilamint hasznéltunk, s a
felszabadult naftilamint BRATTON és MARSHALL (1939) médszerével mértiik.
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Glukéz-6-foszfatdz

Az aktivitas mérésénél HuBscHER és WEsST (1965) mdédszerét alkal-
maztuk. Az egyes frakciok fehérje tartalmat Lowry és mtsai (1951) szerint
allapitottuk meg.

Eredmények

A fehérjetartalom megoszldsa a miometrium szubcellularis frakcidban

A fehérjetartalom 9,-os megoszlasit a miometrium egyes szubcellularis
frakeciéi kozott az I. tdbldzat mutatja a szarvasmarha és patkany vonatko-
zasaban. A két species miometrium szubcellularis frakciéiban a fehérje-
megoszlas hasonlé. A prepardlas eredményeként nyert plazmamembran
frakci6 a homogenizitum fehérje tartalmanak kb. 0,1—1,09;-4t képezi.
A mikroszéma frakecié ennek kb. 10-szerese.

.»Marker”enzimek megoszlisa a patkiny miometrium szubcelluldris frakciéiban
A 2. tablazatban tintettiik fel az egyes marker enzimek aktivitdsinak

megoszlasat a patkiny miometrium szubcellularis frakeiéi kézott.

1. tablazat

Fehérjemegoszlas a homogenizatum 9,-aban

Marhaméh Patkdnyméh
Frakcié

x Sx x [ Sx
Homogenizitum 100 1,0 100
Mag 37.5 4,1 38,5 8.0
Mitokondrium d1:7 1,0 19,4 4,2
Citoplazma 29,5 0,5 33,1 8.0
Mikroszéma 6,5 0,1 6,6 1.2
Plazmamembrin
frakeié 0,6 0,1 1,0 0,1

2. tablazat

A Mgt +-ATPéz, 5’nukleotiddz és a LAP aktivitis 9%,-0s megoszladsa
a patkdnyméh egyes szubcellularis frakeiéi kozott

Mgt +-ATPaz 5’nukleotidaz LAP
Frakcio

x Sx x | sx $.d Sx
Homogenizatum 100 100 100
Mag 12,4 6,0 23,0 4,0 14.5 2,0
Mitokondrium 18,4 5,0 8,2 5,0 8.4 2,0
Citoplazma 0 18:9 2,0 55,0 5,0
Mikroszéma 60,6 6,0 44,0 4,5 8,0 2,0
Visszanyerés 94,4 93,9 85,9
Plazmamembran
frakcié 30,0 6,0 38,0 4,5 8,0 2,0
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A homogenizatum 5’nukleotidaz o6sszaktivitasanak 449;-a a mikro-
széma frakciéban talalhaté. A tovabbi tisztitds soran elGallitott plazma-
membran frakcié a homogenat 9sszaktivitasanak 389 -at tartalmazza.

A Mg**-ATPaz 609,-a a mikroszoma frakciéban lokalizalodik, mig
a plazmamembran frakcioban az 6sszaktivitas 309,-4t tudtuk kimutatni.
A leucinamino-peptidaz aktivitas (LAP) 559,-at — az irodalmi adatokhoz
hasonléan — a citoplazma frakcioban mértiik.

A 3.és4. tdbldzat adatai a szarvasmarha, ill. a patkany miometrium szub-
cellularis frakciéiban mért marker enzimek specifikus aktivitasairavonatkoznak.

Na*t 4 K*-ATPazt kizarélag a szarvasmarha miometrium mikroszéma
és plazmamembran frakciéjaban tudtunk kimutatni, a patkiny miomet-
metriumbél elGallitott szubcellularis frakci6kban nem. A szarvasmarha mio-
metrialis plazmamembran frakciéban az enzim specifikus aktivitisa kb.
haromszorosara emelkedik a mikroszéma frakciéban mért aktivitashoz képest.

3. tablazat

A Nat -} K+-ATP4z, Mg+ +-ATPaz, 5’ nukleotiddz és a LAP specifikus
aktivitdsa marhaméh szubcellularis frakciéiban

Nat + K- ¥ 4 s :déz
A a AT+péz Mg+ + ATPéz 5’nukleotid LAP
x | sx x | sx X | sx x | sx
Homogenizatum 0 ‘ 0 17 0,3 i 0,5 0,2 0,8 0,4
Mag 0 0 0,2 01 | 09 0,3 0,3 0,2
Mitokondrium 0 ‘ 0 2,4 1,0 | 04 0,2 0,3 0,2
Citoplazma 0 0 0,4 0,2 2,4 1,0 1,9 0,8
Mikroszéma 5,0 1,0 4.1 8,0 4.6 1,0 4,0 1,1
Plazmamembran frakeié 14,7 3,0 38,3 10,0 7,0 1,1 8,3 1,0
Nat+ 4 K+-ATPaz
Mg*+ -ATPaz specifikus aktivitas: umol P/mg fehérje/6ra
5'nukleotidaz
LAP specifikus aktivitds: ug naftilamid /mg fehérje/6ra

4. tablazat

Mg*+-ATP4z, 5’nukleotiddz és a LAP specifikus aktivitdsa a patkdnyméh
szubcelluléris frakciéiban

Mg*+-ATPaz 5’nukleotidéz LAP
Frakcié

x Sx x Sx x Sx
Homogenizdtum 17,0 2,0 3,0 0,4 0,8 0,2
Mag 54| 2.6 0.9 | 04| 02
Mitokondrium 20,4 6,0 8,4 0,1 1.5 1,0
Citoplazma 0 2.2 2.6 0,4
Mikroszéma 79,9 15,0 18,1 1,0 2.4 0,2
Membran 400,0 40,0 67,0 15,0 9,7 5,2
Mgt +-ATPaz specifikus aktivitds: wumol P/mg fehérje/6ra
5’nukleotidaz :
LAP specifikus aktivitds: g naftilamid/mg fehérje/6ra
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Osszehasonlitva a Mg* *-ATPaz és 5’nukleotidaz specifikus aktivitasat
a két faj miometriumanak szubcellularis frakcidiban, azt tapasztaljuk, hogy
a patkinyban mindkét enzim specifikus aktivitasa egy nagysagrenddel maga-
sabb a szarvasmarha miometrium megfelel§ értékeinél. A feldisulas mértéke
a plazmamembran frakcioban azonban nem tér el jelentdsen egymastol.
Az 5’nukleotidaz specifikus aktivitisa patkany myometrium plazmamemb-
ranban a homogenizatum specifikus aktivitasanak 22,3-szeresére, szarvas-
marha esetén 14-szeresére novekszik. A Mg™ "-ATPaz specifikus aktivitasa
patkany miometrium plazmamembranban 23,5-szér, a szarvasmarhaban
22,4-szer magasabb a homogenat megfelel értékeinél. A LAP specifikus
aktivitisa mindkét fajpan a plazmamembran frakcioban a legmagasabb.
Szarvasmarha miometriumbél izolalt plazmamembranban a LAP specifikus
aktivitaisa a homogenizitumban mért értéknek 10-szeresére névekszik, a
patkiny miometrium esetén az emelkedés 26-szoros.

Vizsgalatainkban patkanybél és szarvasmarhabél izolaltunk miomet-
rialis plazmamembrianban ddsitott frakeiét, amelyet enzimolégiailag jelle-
meztink. Kisérleti eredményeinket dsszevetve mas irodalmi adatokkal JAN-
Kova (1975), Kipway (1974) megallapithatjuk, hogy az altalunk kidolgozott
médszerrel reprodukalhaté médon arinylag nagy mennyiségli, plazmamemb-
ranban mas frakciét nyerhetiink kiillonb6z3 speciesek miometriumabél,
amely alkalmasnak latszik a plazmamembran funkcionalis komponensei
kozotti kolesonhatasok tanulmanyozéasara.
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