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Bevezetés

A szaharézos ill. fikollos stirtiség gradienseken izolalt szinaptikus veziku-
lumok kiilsnb6z6 mértékben szennyezettek nagyobb mikroszémalis veziku-
lumokkal, membran toredékekkel, oldékony fehérjékkel és mas komponensek-
kel (23, 7, 9, 13).

A kontrollalt pérus méretii iiveggyonggyel torténd kromatografia 1j
lehetdséget nyijtott molekulak, virusok, kiilonb6zé sejt alkotérészek, sejt-
szervecskék gyors, hatékony elvalasztasara és tisztitasara 103—109 molekula-
stlyd tartomanyban (5, 6, 17).

Mogrgris egy 1971-ben megjelent révid kizleményben (14) beszamolt arrél,
hogy Torpedo elektromos szervébdl izolalt, acetilkolin és ATP tartalommal
jellemzett szinaptikus vezikulumok elvélaszthaték a kizarasi térfogattal el-
tavozé acetilkolineszteraztsl 2000 A pérus méretli iiveggyongy segitségével.
A két frakei6 kozott azonban jelents atfedés volt.

Jelen munkankban kimutattuk, hogy a koézelmiiltban kereskedelmi
forgalomba keriilt 3000 A-6s iiveggyonggyel sokkal nagyobb fokd tisztitast
lehet elérni, nemesak a viszonylag homogén allomanyid Torpedo szinaptikus
vezikulumokkal, de a jéval ,,szennyezettebb’ emls agykéreg szinaptikus vezi-
kulumokkal is.

Anyag és médszer

Specidlis vegyszerek és reagensek; DTNB, tetraizopropil-pirofoszforamid,
ATP (dinatrium s6), liofilizalt szentjanosbogar potroh kivonat (luciferaz enzim
tartalmi), acetilkolin jodid, NADH (dinatrium sé) a Sigma Chemical Co., St.
Louis, Mo., USA; NADPH (tetrandtrium s6), kristalyos 16 sziv citokréom c és
a piroszdlgsav (Na s6) a Boehringer-Mannheim, Mannheim, NSZK; borjd
szérum albumin és Dow polistirol latex gyéngy (481 nm atmérgjli) a SERVA,
Heidelberg, NSZK; acetilkolin perklorait a BDH Chemicals, Ltd., Poole,
Anglia; kontrollalt pérus méretli iiveggyongy, CPG-10—3000 (3125+150 A
valédi pérus méretli), 120—200 mesh, az Electro-Nucleonics, Inc., Clifton,
N. J., USA cégektdl szarmaznak. A tobbi felhasznalt vegyszer analitikai
tisztasagi volt.
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Szinaptikus vezikulumok izoldldsa. A teljes preparalas 0—4 °C-on, hideg-
szobaban tortént. Tengeri malac cerebrilis neocortex szinaptoszéma (P,) frak-
ci6 kinyerése és hipoozmotikus sokkal torténd feltirdsa a mar korabban
WHITTAKER és mtsai altal leirt mdédszerrel tortént (24). A szinaptoszomalis
alkotdrészek tovabbi szétvilasztasa folyamatos szaharéz gradiensen (0,2 M—
0,8 M) zonal rotorban (Ti-14-es) tértént (15). A szinaptikus vezikulum frakcié
helyének meghatarozasa az ACh tartalom alapjan tértént. A legnagyobb ACh
tartalommal rendelkez8 frakciokat (ZVP) tisztitottuk tovabb kromatografias
tton. Torpedo Marmorata elektromos szervébél a vezikulumok izolalasa a mar
leirt médszerek szerint tortént (22).

Konirolldlt pérus méretii iiveggyongy kromatogrifia. A kromatografias
oszlopot (1.2 cm X 100 cm) levegé mentesitett vizzel nedvesitett iiveggyongy-
gyel toltottiik. Az tivegfelillet adszorbealé helyeinek blokkolasat egy nagy mo-
lekulasilyd polietilénglikol, a Carbowax 20 M 19-0s oldataval végeztiik (8).
A kromatografia 0—4 ®-on, 1 atm. pozitiv N, nyomas alatt tértént, 3 ml/perc
folyasi sebességgel. Az elualé oldatokat (0,2 M szaharéz az emlds ill. 0,3 M-os
szahar6z a Torpedo vezikulumok esetében) vakuum kezeléssel levegé-mentesi-
tettitk. Az oszloprél lejové frakciokat Zeiss PMQ Ill-as spektrofotométeren
280 nm-nél atfolyds abszorpciés kiivetta segitségével kozvetleniil regisztral-
tuk.

Oszlop kalibrdcié. A kalibracié a kovetkezd anyagok segitségével tortént:
kizarasi térfogat, V (38 ml): polistirol latex gyongy (481 nm atmérdji); belsd
hasznos térfogat, Vi (46 ml) bromfenolkék és hemoglobin (mol. sily: 6700):
4.3 x10° dalton méretil részecskék eluciés megjelenési helye: jack bean ure-
azzal.

Enzim mérések: A kiovetkezd marker enzimeket mértiik spektrofoto-
metriasan Bausch Lomb Automatikus enzim analizator (Model: 400) segitségé-
vel: L-laktat: NAD oxido-reduktaz (lactate dehydrogenase EC 1.1.1.27)°,
acetilkolin hidrolaz (acetylcholinesterase, EC 3.1.1.7)>, NADPH-citrokrém c
oxidoreduktaz (NADPH: cytochrome ¢ reductase, EC 1.6.2.3)16,

Egyéb analitikai mérések. Az ATP meghatarozasa a luciferin-luciferaz
moédszerrel tortént (19). Az ACh mennyiségét biologiai teszteléssel, piéea dor-
zalis izom segitségével hataroztuk meg (20, 23). A fehérjemérést a Lowry
féle eljaras szerint végeztiik (11).

Eredmények

Tengeri malac cortex szinaptikus vezikulumok tisziitasa CPG kromatogrdfid-
val. Az els§ abran lathat6 egy zonal stirtiség gradiensen elvalasztott szinaptikus

ss0 s

eredménye. A felvitt minta mennyisége 4,0 ml, a futtatas kb. 20 percig tartott.
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1. dbra. Tengeri malac cortex szinaptikus vezikulumok tisztitdsa CPG kromatogrifiaval.
A vezikulum frakeié (ZVP) (4,0 ml térfogatd, 2,5 mg protein tartalmi) kromatografilasa
egy 1.2x100 cm-es CPG-10-3000 120—200 mesh iiveggyongy oszlopon tortént. Az eludlasi
sebesség: 3 ml/perc. Az elualé elegy 0,2 M szaharéz oldat volt. Az abran egy tipikus kromatog-
rafids kép lathaté, minden pont egyetlen mérésbél szarmazik. Egyéb mérési koriilmények ls.
a szovegben: Jelmagyarazat: @ protein; ll ACh; O laktatdehidrogenéz; [ acetilkolineszterdz:
A NADPH citokrém c reduktaz aktivitas. Az értékek az dsszprotein mennyiség ill. az ossz-
enzimaktivitds 9,-dban kifejezett mennyiségek, GMP — nagy molekulasilyd szennyezddése-
ket, GVP — vezikulumokat és GSP- az oldékony protein szennyezddéseket tartalmazé kroma-
tografias csicsok.

A fehérjék és a marker enzimek tobbsége a kizarasi térfogatban jott le (GMP),
amely a részecskékhez kotott ACh-nak kevesebb mint 309-at tartalmazta.
A szabad ACh-t az ebben a frakciéban igen magas koncentraciéban jelenlevd
acetilkolineszteraz enzim teljesen elbontotta. A masodik csics (GVP), amely
a vezikulumszerii részecskéket tartalmazta, igen j6l elvalt az elsé (GMP), azaz
nagyobb membran szennyezddéseket és a harmadik (GSP), azaz fGleg oldékony
proteineket tartalmazé kromatografias csicsoktol. Azok a mérések, amelyek-
kel meghataroztuk a plazma membran ill. az endoplazmatikus retikulum tére-
dékek jelenlétét, azt mutattik, hogy az emlitett szennyezédések igen kis
mennyiséghen vannak csak jelen a vezikulum frakciéban. A rendkiviil ala-
csony tejsavdehidrogendaz szint az oldékony fehérje szennyezidés gyakorlatilag
elhanyagolhaté mennyiségére utal a tisztitott preparatumban. Az enzim, a
fehérje és az acetilkolin visszanyerése 90—959, kériili volt.

A tisztitasi eljaras menetét az 1. tablazat 6sszegzi. Az enzim tisztitasi
sémak analégiajara az acetilkolin specifikus koncentraciéjat hasznaltuk fel a
preparatum tisztasdganak fokmérgjeként. A tisztitott emlds vezikulum ACh
koncentraciéja 14 nmol/mg fehérje, kb. 70-szerese volt a kiindulasi anyag és
10-szerese a zonal stirdség gradienssel tisztitott preparatum ACh tartalmanak.
Az iiveggyongy kromatografias tdton nyert tiszta vezikulum frakeié fehérje
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1. tablazat

Tengeri malac cortex szinaptikus vezikulumok tisztitédsa

OSSZ-

" Fehérje ki ntracié* O isé, H. ACh* specifi'kus Tisztuld

s | 1| O | e | Al | o
Ws 47 8,1 + 0,4 70,1 + 25,1 — 0,19 + 0,08 —
ZVP 30 0,2 4 0,08 4,7 + 2,2 6,9 + 2,2 1,3 + 0,6 7
GVP 60 8,2 + 2,4%* 3,6 + 0,7 2,9 +0,7 13,9 4+ 2.4 73

Az ACh meghatérozasa biolégiai méréssel (pica hatizom) tortént. Ws = ozmotikus sokkal
kezelt nyers szinaptoszomalis frakei6 feliiliszéja; ZVP = zonal siiriség gradienssel elvilasztott
vezikulum frakeié; GVP = iiveggyongy kromatografiaval tisztitott vezikulum frakeié.

* Az értékek 6 kisérlet atlagat jelentik 4 o

** Egységek: pg/ml

tartalma meglehetGsen alacsony, 10 ug/ml volt. Az egész tisztitasi eljaras egy
napon elvégezhetd.

Kolinerg szinaptikus vezikulumok tisztitasa Torpedo Marmorata elektromos
szervébol CPG kromatogrdfidval. A 2. abra egy 4,0 ml-es Torpedo szinaptikus
vezikulum mintaval végzett CPG-10—3000-es kromatografia eluciés képét mu-
tatja be. Az egyes frakciék enzim analizise azt mutatta, hogy az acetilkolinesz-
teraz aktivitas f6leg az els6, kizarasi térfogattal lejovs csiesban (GMP), vala-
mint egy kevés az oldékony fehérje frakciéban (GSP) jelent meg, de teljesen
hianyzott a kézépss, vezikulumokat tartalmazé (GVP) frakciobél. Ez a vezi-

401
30+
201

10

Visszanyert komponens (%)

A

2
T —rr T 1

0
0 30 40 50 60 70 80
Eluens terfogat (ml)

2. dbra. Torpedo Marmorata elektromos szervbdl izolalt kolinerg szinaptikus vezikulumok

tisztitdsa tiveggyongy kromatografidval. A zonal siirliség gradiensen kapott vezikulum frakeié

(VP) tisztitasa (4,0 ml, 0,4 mg Gsszprotein tartalmi) az 1. dbrénal leirt iiveggyongy oszlopon

tortént, az elébbiekkel teljesen azonos kromatografias korillmények kozott. Elualé elegy 0,3 M

szaharéz oldat volt. Jelmagyarazat: A, ATP; az osszes visszanyert ATP tartalom 9-ban kife-
jezve. A tobbi jel megegyezik az 1. dbran kozoltekével.
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2. tablazat

Kolinerg szinaptikus vezikulumok tisztitdsa Torpedo marmorata elektromos szervébol

y Ossz- Fehérje koncentraci6* Osszmennyiség Hozam ACh* specifikus Tisztulds

Frakcié tézli;t:]g)at (ug/m1) (1mol) (%) (nn]:(:)ll/lrgegnui'ée(l::grje) mértéke
Sis 56 6,9 + 04** 109 -+ 3.6 — 28,3 + 3.4 —
VP 60 95,0 + 19,2 14 +0,2 12,8 4+ 5,1 286,7 + 83,7 10
GVP 60 7,74+ 2,3 0,33 4 0,03 3,0 +1,2 788,7 + 113,6 28

S,, = Fagyasztott elektromosszerv citoplazmatikus extraktuma; VP = zonal siiriiség
gradiensen eldallitott vezikulum frakeié; GVP = iiveggyongy kromatografids tton tisztitott
vezikulum frakei6.

* Az értékek 4 kisérlet atlagat jelentik + o

** Egységek: mg/ml

kulum csics, amelyet meglehetsen magas ACh és ATP tartalmaval jellemez-
hetiink, igen jol elvalaszthaté volt a membréan téredékektdl is (GMP). 0,2 M-os,
puffer mentes szaharézt alkalmazva elualé oldatként, a protein és acetilkolin
visszanyerés 909, felett volt. A tisztitasnak ezen utolsé lépése utan a vezikulum
mintdk ACh specifikus koncentraciéja kb. 30-szorosa a Torpedo elektromos
szervbdl elallitott extraktumanak (S,,) és 3-szorosa a zonal siirliség gradiensen
hagyomanyosan tisztitott prepatarumokénak (2. tablazat). A végsd kitermelés
3%,-0s volt. Az iiveggydngy kromatografias tisztitas soran a vezikulum mintak
ATP tartalma ugyanekkor csak 1,5-szeresére nétt. Az altalunk meghatarozott
ATP tartalom az un. vezikulumhoz kotott ATP mennyiségével volt azonos,
amelyet az ATP hidrolizalé enzimek keveréke (burgonya apiraz és nyul izom
miokinaz enzim 4 : 1 aranyi elegye) nem tudott elbontani, partikulumhoz valé
kotottsége miatt. Az ACh/ATP molaris ardnyban mutatkozé enyhe novekedés
nem nevezhetd szignifikdnsnak (3. tablazat). Feltehetdleg az ATP-nek a tisz-
titasi eljaras soran mutatott nagyobb mértéki instabilitdsabél adédott.

3. tablazat

Torpedo elektromos szervébdl tisztitott kolinerg szinaptikus

vezikulumok ATP tartalma
s Ossz- Fehérje konc.* Osszmennyiség Hozam IATP‘ Specifikus kone. ACh/f&TP
Frakeié té{!f:lg)at (ug/ml) (nmol) (%) (nmol/mg fehérje) 1::::;5
VP 60 65,7 + 11,8 5,59 + 3.0 — 93,0 4+ 16,3 351
GVP 60 9,5+ 3.1 1,5 + 0,6 27,3 + 8,4 152,8 4 54,1 52

Az ATP tartalom meghatédrozdsa a luciferin-luciferaz rendszer segitségével tortént.
A II. tablazatban kozolt ACh adatokat hasznaltuk fel az ACh/ATP molaris ardny kiszdmitdsa-
hoz. VP = zonal siir{iség gradienssel elgallitott vezikulum frakcié; GVP = iiveggyiongy kroma-
tografidsan tisztitott vezikulum frakcié.

* Az értékek 4 kisérlet atlagai + o

MTA Biol. Oszt. Kial. 21 (1978)



296

NAGY AGNES

4. tablazat

Kiilonbozs szoveteredetii szinaptikus vezikulumok szennyezettségének jellemzése

Aktivitds (egység*/mg fehérje tartalom)

Jelz6 enzim

Tengeri malac cortex

Torpedo elektromos szerv

ZVP GVP VP ’ GVP
Laktéat dehidrogenaz 752,0 -~ 97.5 12,0 + 1.3 1 0.8 + 0,1 | nem mérhetd
NADPH citokrém c reduktéz 8.4 4+ 3.2 1,7+ 0,1 4,4 + 1,6 | nem mérhetd
Acetilkolineszteraz 162,0 + 29,2 5,6 +0,1 | 49,6 - 9.4 | nem mérhetd
ACh/NADPH citokrém ¢ |
reduktaz 0,2 8,2 ‘ 65,2 > 1530

* Egység: nmol termék/perc

Citoplazmatikus és mikroszomdlis szennyezodések mértékének a jellemzése.
A 4. tablazat 6sszefoglalé adatokkal jellemzi a zonal stirtiség gradiens centri-
fugalis és az iiveggyongy kromatografias eljarasok hatasat a vezikulum pre-
pardatumok oldékony protein és mikroszomalis szennyezddésének mértékére,
a megfeleld marker enzimek felhasznéalasaval. Az emlGs agykéregh6l szarmazo
preparatumokbdél az oldékony fehérjét jelzd tejsavdehidrogenaz és a kolinerg
neuronok endoplazmatikus és plazma membranjat jellemz6 acetilkolineszteraz
enzim teljesen eltavolithatd az liveggyongy kromatografia segitségével. Kzek-
ben a frakciékban azonban a kiindulasi mikroszéma marker enzim (NADPH
citokrém c reduktaz) aktivitasanak kb. 209-a jelen volt. A Torpedo mintak-
ban mindezek a marker enzimek gyakorlatilag a kimutathatésagi szint alatt
voltak. A vezikulum ACh és a mikroszéma jelz6 NADPH citokrom c reduktaz
enzim ardnya messze a legnagyobb a Torpedo preparatumokban, ésszehasonlit-
va akar a kiindulasi Torpedo mintakkal, akar pedig barmelyik emlGs agykéreg
vezikulum prepardtummal.

Megvitatas

A kontrollalt pérus méretd iiveggyongy kromatografiat tébb szerzd
sikeresen alkalmazta tisztitott virusok, fagok és kiilonb6z8 sejt organellumok
gyors elGallitasara (5, 6, 3, 4). Torpedo marmorata szinaptikus vezikulumainak
2000 A-6s iveggydngyon torténd kromatografiaja azt mutatta, hogy ezzel az
eljarassal talan ezek a rendkiviil labilis kis képz6dmények is megtisztithaték
az eddig eltavolithatatlannak latszé szennyezddésektdl (14). Az altalunk jelen-
leg alkalmazott elualé eleggyel és 3000 A-6s porus méretd iiveggyongy alkal-
mazasaval kapott frakciok tisztasidga azonban messze feliilmiljak az eddig
kozslt preparatumokét.

A Torpedo szinaptikus vezikulumok atlagos atmérgje elektromikroszké-
pos felvételek alapjan 840 A-nak adédott (18). Ha az egyszerliség kedvéért az

iiveggydngy pérusait kiiposnak tételezziik fel, az adott pérus méretnek meg-
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felel6 nyilassal, akkor egy 840 A-6s vezikulum legalabb félig be tud jutni a
2000 A-bs, és kétharmadig a 3000 A-bs csatornacskakba. A tényleges pérus-
méretet (1890 A ill. 3235 A) tekintetbe véve ez a kiilonbség még csak ng. Mivel
a valésagos vezikulum atméré nagyobb az elektromikroszképpal megallapitot-
ténal a bedgyazaskor jelentkezd zsugorodasi jelenségek ill. a nativ allapotban
meglevd hidrat burok jelenléte miatt — azt lehetne hinni, hogy a 3000 A pérus
méreti liveggyéngy nagyobb felbonté képessége az liveggyongy fizikai sajat-
sagaibél ered. Azonban a kisebb méretii emlss vezikulumok (450—500 A) (23)
kovetkezetesen korabbi frakciokban jottek le az elucié soran, mint a Torpedo
vezikulumok. Ez az ellentmondés arra enged kivetkeztetni, hogy a Carbowax-
szal torténd kezelés ellenére a vezikulumok és az iiveggyongy feliilete kozott
enyhe kélesonhatas 1éphet fel. Mivel az iivegfeliilet elég jelentds negativ toltés-
sel rendelkezik, érdekesnek latszik az a feltevés, hogy a Torpedo kolinerg vezi-
kulum membranjai nagyobb pozitiv toltéssel rendelkeznek, mint az eml8s
vezikulumok.

Az altalunk el8allitott Torpedo vezikulum preparatum ACh/ATP molaris
aranya megegyezik az irodalomban korabban leirtakéval (1), azonban mindkét
vegyiilet specifikus koncentraciéja lényegesen nagyobb a tiszta prepardtumok-
ban, mint a stirliség gradiensen el8allitott mintdkban. Az ACh/ATP arany
novekedése magyarazhaté lenne a preparalas soran az ATP tartalomban mu-
tatkozé nagyobb mértékd csokkenéssel. Azonban mas fajta stressz hatasok
(mint pl. az ozmotikus sokk, vagy a detergens hatas, sth.), elsGsorban az ACh
veszteséget fokozzak (21). Ismeretes, hogy a Torpedo vezikulumok alloméanya
igen heterogén mind méret, mind pedig ACh/ATP molaris arany tekintetében,
elképzelhetd, hogy ezen arany megvaltoztatasat a tiszta preparatumokban egy
adott vezikulum tipus feldisulasa okozza.

A tengeri malac cortexbdl szarmazé vezikulum preparatum gyakorlati-
lag mentes a szokasos marker enzimekkel jellemezhetd szennyezddésektol.
Kis mennyiségil acetilkolineszteraz jelenléte dsszhangban van korabbi kozle-
ményekben kozoltekkel (12).

Az iiveggydngy kromatografia alkalmas médszer lehet kiilonb6z6 transz-
mitter tartalmi vezikulumok szétvalasztasara is. Ezéltal olyan preparatumok-
hoz lehetne jutni, melyek alkalmasak lennének immunolégiai médszerekkel
térténd azonositasra is és olyan kérdések eldontésére, hogy egy adott transz-
mitter anyag vagy enzim teljes bizonyossaggal hozzirendelhetG-e egy adott
vezikulum tipushoz.

Osszefoglalés

Kontrollalt pérus méretii tiveggyongy oszlopon térténs kromatografias
eljarassal (Controlled Pore Glass, CPG-10—3000) igen nagymértékben tiszti-

tott szinaptikus vezikulum frakciét sikeriilt elGallitani. A kromatografiahoz
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CPG-10—3000 A (3135 A valédi pérus méretdi) 120 —200 mesh iiveggydngyit
alkalmaztunk. Az iivegfeliileten torténd adszorpcié elkeriilése végett az iiveg-
gyongyot 19%,-0s Carbowax 20M-el kezeltiink.

T orpedo marmorata elektromos szervébdl és tengeri malac agykéreghdl
zonal siirliség gradiens moédszerrel elvalasztott vezikulumokat 0,3 M ill. 0,2
M-os levegémentesitett szaharéz oldattal elualtuk az tiveggyongy oszloprél.

A specifikus transzmitter tartalom és a marker enzimek specifikus akti-
vitasai alapjan kimutattuk, hogy a szinaptikus vezikulumok a kiilonb6z6 kis
és nagy molekula silyi szennyezddésektdl igen jol elvalaszthatok. A tisztitott
tengeri malac vezikulum kitermelése 0.15 mg/g cortex. Az enzim markerek
mérése alapjan a frakcidk tisztasaga jol reprodukalhatéan 959, koril mozgott.
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