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Az evolicié soran kialakult, hogy az allati szovetekben az ionok intra-
és extracellularis eloszlasa kiilonb6z8. Az intracellularis kozeg K*-ban és or-
ganikus anionokban gazdag, ugyanakkor Na*-ban és Cl1--ban szegény. Ennek
ellenkezgje érvényes az extracellularis térben. Ez az egyenetlen ion megoszlas
szamos fiziolégiai jelenségben jatszik fontos szerepet. Igy pl. az ion gradiens-
nek dont8 szerepe van az impulzusok idegi vezetésében (Hopckin 1964), az
intracellularis K* viszont nagyon sok enzim miikédéséhez (acetil-CoA-szin-
tetaz, purivatkinaz, stb.) sziikséges.

A sejtek membranja polarizalt: belsd felsziniik negativ a kiils6héz viszo-
nyitva. A belsé felszin negativitasa a K* szamara konnyebbé teszi a mozgast,
ugyanakkor, a kémiai gradiens is az ilyen irdnyd mozgést segiti el6. A Na*
szaméara viszont mind a kémiai, mind az elektromos gradiens gatlélag hat.
Igy a Na® sejtbdl valé kilépéséhez energia sziikséges, mely energiat a Na-
pumpa szolgaltatja (1. Skou 1975).

CarpweLL, Hopcekin, KEYNES és SHOw (1960) szolgaltattak elsGként
direkt bizonyitékot arra, hogy a Na™' effluxhoz energia sziikséges. Kisérleteink-
ben azt tapasztaltak, hogy tintahal 6rias axonjabél a radioaktiv Na*t kidram-
lasa CN-al, DNP-al és aziddal gatolhaté volt. Az ATP intracellularis adasanal
a Na* kidramlasa ismételten megindult (1. abra). Az extracellularisan adott
ATP viszont hatastalannak bizonyult. Hasonlé bizonyitékot kaptak vorss-
vérsejtek esetében is. A f6 probléma azonban annak bizonyitasa, hogy melyik
energia gazdag vegyiilet szallitja az energiat. Gardos altal kidolgozott rend-
kiviil szellemes metodikéaval sikeriilt végiil is igazolni, hogy Na*-t csak akkor
pumpél ki a sejt, ha intracellularisan Na™ és ATP van jelen. A pumpa aktivi-
tasdhoz tehat ATP jelenléte sziikséges.

StrAUB (1952, 1953), GARDOs (1954), valamint GARDOS és STRAUB (1957)
megallapitottak, hogy virosvérsejtekben az egyenlStlen ion megoszlasa mind-
addig fennall, amig a vorosvérsejtekben elegendd ATP van jelen. GARDOS és
StrRAUB (1957) az talédlta, hogy a K*vesztés forditott aranyban all az intra-
cellularis ATP koncentraciéval.

Skovu (1957) felfedezése, hogy az idegszovetben egy membranhoz kotott
ATPaz van jelen, amely Na™ és K+ ionokkal aktivalhaté, tovabba az a kovet-
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keztetés, hogy a membran ATPaz és a Na™, valamint KT transzport kézott
szoros Osszefiiggés all fenn, inditotta meg azokat a kutatasokat, amelyek az
enzim részleges vagy teljes fiziologias szerepének tisztazasahozvezettek. Az ATP
hidrolizise két 1épésbdl all (1. Skou 1965, Somocy1 1968, 1973); a protein Na™
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1. gbra. CALDWELL, HoDGKIN, KEYNES és SHAW (1960) klasszikus kisérlete, amellyel bizonyi-
tottdk, hogy a Nat kipumpaldsdhoz energia kell és ezt az energiat ATP szolgéltatni tudja.

figgd foszforilaciéja, melyet K* fiiggd defoszforilacié kovet. A membran
ATPaz miikodése kozben a Na® a membranon keresztiil K*-ra cserélédik ki,
mikézben egy intracellularis ATP lebomlik ADP-re és anorganikus P-ra.
A pumpa aktivitasdhoz intracellularis Na®-ra és extracellularis K*-ra van
szitkség. A Na™ enzim rendszerhez valé affinitds a membran bels§ oldalan
mintegy 6—8-szor er§sebb, mind a K*-é. A kiils6 oldalon a helyzet forditott,
itt a KT affinitasa az enzim rendszerhez joval erGsebb, mint a Na™-é (GLYNN
1962, LAris és LETrcEWORT 1962, WHITTAM 1962, GARRAHAN és GLYNN 1967
a., b.) Intracellularisan az enzim aktivalasahoz Mg?" jelenlétére is sziikség van.
A membran kiils6 oldalan szamos kation képes helyettesiteni a K*-ot az enzim
aktivalasdban, amelyek hatékonysagi sorrendje a kiovetkezg: K > Rb > NH,
>0Cs >Li (Skou 1965). A Tl" hasonlé hatasd, azonban mintegy 10-szer
erésebb a K*-nal. (BRITTEN és BLANK 1968).
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A preszinaptikus membrin Na't-K*[-aktivilta ATPdz enzimjének szerepe a
transzmitter felszabaduldsaban.

A transzmitter anyag, amely az elektromos jelenségek kémiai atvitelében
jatszik fontos szerepet, preszinaptikusan helyezkedik el. Ez az elrendezgdés is
biztositja az ideg ingeriilet egyiranyd vezetését. A szinapszis miikodését a
triédahoz lehet hasonlitani, a transzmitter azt a funkciét tolti be, amit az
elektron: egyeniranyit.

1. Az ACh felszabadulds, mint a Na" -K ™ [-aktivalta AT Paz aktivitdas gatlasanak
eredménye

Korabbi munkainkban (Vizi 1972, 1973, 1974b, 1975 a, b, 1977, PAToN,
Vizi és ZAr 1971) kimutattuk, hogy azok a kisérleti feltételek amelyek a (Na™*-
K*)-aktivalta ATPaz enzim gatlasahoz vezetnek ACh felszabadulast okoznak
a centralis és periférias kolinerg ideg végkésziilékbil. PourLsen (1974) oubain
hatasara észlelt ACh felszabadulast macska szubmandibularis paraszimpatikus
idegébdl. Ouabain, PCMB, Na®- és K*-hiany, N-etilmaleimid (NEM), Ca2*
helyettesitése Ba®" -al, etakrinsav, amelyek valamennyien a membran ATPazt
szignifikansan gatoljak, fokoztak az ACh felszabadulasat a végkésziilékbdl
(1. és 2. tablazat). Ezekbdl a kisérletekbdl azonban még nem lehet azt a kovet-

1. tablazat

(Nat—Kt)-aktivalta membran ATP4z gatlas ACh-t felszabadité hatasa
izolalt patkany agykéreg szeletben

Acetilkolin
e felszabadulds pmol.g~min~1 S.EM.
kontroll kezelt * P

Na*-hiany (3) 32,2 + 2,1 92,3 + 22,7 < 0,01
Ouabain(2 X 1075M) (3) 34,4 49,8 218.3 4+ 58,2 < 0,01
Ouabain (2 X 1075M) -+ Ca-hidny, EGTA (1 mM) (3) 35,6 + 4,0 164,.8 + 9.8 < 0,01
Ouabain (2 X107°M) - TTX (1 uM) (4) 23,8 + 5,6 95,6 + 23,1 < 0,01
p-kloromerkuribenzoat(PCMB), 5 x 10~4M 20,5 + 1,6 72,5 + 13,2 < 0,01
N-etilmaleimid, 5 x 10~3M (6) 25,3 + 3.1 874 + 1,5 < 0,01
NaF, 4 x1073M (6) 38,8 + 2.8 79,1 + 17,1 < 0,01
Quinidin, 10—3M (4) 40,9 + 5,2 154,2 + 10,3 < 0,01
Etakrinsav,

Klorpromazin, 10~3M (4) 22,1 +1,5 92,4 + 8,5 < 0,01
Ba®*t, 2 x5 x1073M + Ca**-hiany (3) 30,0 + 3,2 65,4 + 3.9 < 0,01
Cu?*, 15 x1074M (8) 33,3 +-4.,8 59,0 + 17,2 < 0,05

* Az ACh felszabadulast 10 percenként mértiik a vegyiilet addsa utdn 30—70 percig és a
legmagasabb (10 perc alatt mért) felszabaduldsi sebességet vettiik figyelembe a tablazat ossze-
allitasanal. Krebs oldat, ezerin szulfat (2 ug/ml). Na+t-hidnyos oldatnal az 6sszes Na*-t szukroz-
zal helyettesitettiik, a HCO, -t KHCO, formajaban tettiik az oldatba, a KCI-t és a KH,PO,-t
elhagytuk.

Bariumos oldatnal a CaCl,-t BaCl,-al, a MgSO,-t MgCl,-al helyettesitettiik.

Cu®t adésénal CuSO,-t hasznaltunk.
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2. tablazat

(Na*-K*)-aktivalta membran ATPéz géitlias ACh-t felszabadito
hatésa patkany agy kiillonb6z8 részeiben

Acetilkolin
Tartalom, nmol.g-! Felszabadulis, pmol . g~'min-! (SEM)
o) kontroll + ouabain (2% 10-5 M)
Cortex 4,82 + 0,55 4) 18,3 + 1,3 (6) 210,6 4+ 13,4 (10)
Bazalis ganglion 8,62 + 1,03 (4) 24,6 + 3.1 (8) 97,1 4 16,5 (4)
Cerebellum, cortex 1,4 4+ 0,06 (5) 6,0 + 0,58 (4) 23,5 + 1,05 (4)
Cerebellum, n. interpositus — 7,0 +£3,1(3) 134 + 2,5(3)

Patkdny agy kéregnél és bazilis ganglionn4l a gy{ijtési idé: 10 perc, cerebellumnal 30 perc.
Izolalt szeletek osszstilya 100 —200 mg. Ouabain kezelésnél 50 —80 percig mértiik a felszabadulast
és a legnagyobb mért felszabadulasi sebességet tiintettiik fel a tablazatban. Ezerin szulfat,
2 pg/ml. Zaréjelben a kisérletek szama.

keztetést levonni, hogy a membran ATPaz aktivitas gatlasa per se lenne az
ACh felszabadulas oka. A membran ATPaz gatlasa olyan valtozéasokat is létre-
hoz a preszinaptikus membranban, amelyek maguk is részben, vagy teljesen
feleldssé tehetdk az ACh felszabadulasért. A membran ATPaz gatlasa a kovet-
kez6 valtozasokat hozhatja létre:

a) depolarizaciét,

b) intracellularis Na® emelkedést,
c) fokozott Ca?" belépést,

d) az ACh felvételének gatlasat,

e) az axon tiizelésének fokozodasat.

a) Depolarizdcio

Lirey (1956) neuromuszkularis szinapszisban azt taldlta, hogy a miniatér
véglemezpotencialok frekvenciaja, amely az ACh felszabadulasnak indirekt
jele, a depolarizacié mértékétsl fiiggott. Kisérleteinkben (2. abra a, b) 47.3
ill. 24 mM K-al depolarizaltuk a véglemezt és ACh szabadult fel. Ez a fel-
szabadulas teljesen gatolhaté volt ha a Krebs oldatbél a Ca?™ hidnyzott és ha
1 mM EGTA pufferrel biztositottuk, hogy a Ca?™ koncentracié ne legyen
magasabb 10-10—10-9 M-nal. Mivel a membran ATPaz béniték Ca®>* hianyban
is képesek voltak ACh-t felszabaditani (Vizr 1972, 1975b), igy kizarhaté az a
lehet&ség, hogy a membran ATPéaz bénuldsa kévetkeztében létrejové nyugalmi
potencial csokkenés (depolarizacié) volna az ACh felszabadulas oka.

Ha a végkésziilék igy miikédik, mint egy K-elektréda és koveti a Nerst
egyenletet, akkor a membran potencial (Vi)

RT Kty
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2. dbra. [K*], koncentricié emelésével felszabaditott ACh felszabadulds [Ca®*]-fiigg6sége
periférids kolinerg ideg (a) és centrilis kolinerg ideg (b) végkésziilékeibsl. Krebs oldat, a NaCl
toztassa meg az iozmolaritast. Periférias kolinerg ideg = tengeri malac izolalt ileum hosszanti
simaizom (Auerbach plexus) PAToN és Vizi (1969) médszere szerint preparilva, centrilis koli-
nerg ideg = patkéany izolalt agykéreg szelet. ACh felszabadulds mérése: ldsd PATon és Vizr

(1969)
ahol
Vi = membran potencial
Ex = equilibrium potencial
R = 8314 joule/fok
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T = 273 + t, t = kisérleti hGmérséklet

z =1 (K+ oxidaciés szama)
F = 96500 Cb (Faraday féle allandé)
K+, = extracellularis K" koncentracié

K+, = intracellularis K koncentracié

Patkany agybdl preparalt szinaptoszéma, mint egy perfekt K-elektroda
miikédik (BLAUSTEIN és GoLDRING 1975). Igy jogos feltételezni, hogy a vég-
késziilék funkecionalis egységben is hasonléan viselkedik. A végkésziilék intra-

cellularis K* koncentriciéjat Ranc és RircHIE (1968) vagus C-roston nyert
adatait véve figyelembe 165,5 mM-nak vettiik. Az egyenlethe behelyettesitve

e
Eyx = 0,0611 log =

Kt
Ex = 0,0611 log 1659
Ex = 0,0885 V
Ex = 88,5 mV

Tehat 5.9 mM [K* ], mellett 88.5 mV a nyugalmi potencial.

Ez az érték 24.7 illetSleg 47.3 mM [K™ ], mellett elméletileg 50.5, illetd-
leg 33.2 mV. Az ACh felszabadulas sebessége (pmol g~ min—1) és a kiils§ K+
koncentracié kozott 3—4-ed foku osszefiiggést talaltak (LiLey 1956, PaTon és
mtsai 1971) akkor, amikor a kiilsé K koncentracié > 20 mM. Mivel a nyugalmi
potencial valtozasa is csak akkor kéveti a Nerst egyenletet, ha [K* ], >20 mM,
igy igen val6szint, hogy a [K' ] koncentracié emeléssel egyiittjaré nyugalmi
potencial valtozasa okozza az ACh felszabadulast.

b) Intracelluldris Na* emelkedése

Birks (1963), Birks és CoHEN (1968) szerint az intracellularis Na™ emel-
kedése szoros 6sszefiiggésben van az ACh felszabadulassal. Digitéalisz glikozidak,
amelyek gatoljak a membran ATPazt, fokoztak a neuromuszkularis junkciéban
a miniatiir véglemezpotencidlok frekvencidjat (Birks 1963), ErLmcuIiAT és
FELpmMANN 1965, Birks és CoHEN 1968, BAKER és CRAWFORD 1975), amely
tulajdonképpen a nyugalmi ACh felszabadulas indirekt bizonyitéka. NaT-
hidnyos Krebs oldatban az Auerbach plexus (Paron, Vizr és Zar 1971), vala-
mint az agykéreg végkésziilékeibgl (Vizi 1972, 1975b) is észleltiink szignifikans
ACh felszabadulast, amely Ca2*-hidnyéaban is tapasztalhaté volt. Ilyen kisérleti
kériilmények kozott az intracellularis Na® emelkedése semmi esetre sem var-
haté, bar a membran ATPaz gatolva van. Hogy a membran ATPaz bénulas
nem az intracellularis Na™ megemelésével hoz létre ACh felszabadulast, bizo-
nyitja még az a tény is, hogy ha az extracellularis Na*-t teljesen Li" -ra cserél-
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jik ki, dgy is az ACh felszabadulas szignifikans emelkedése tapasztalhaté (Vizi
és mtsai 1972, Vizi 1974a). Az a tény, hogy az ouabain alkalmazésa utéan (1. 3.
abra) 10 mp-en beliil szignifikansan fokozédik az ACh felszabadulasa, szintén
azt bizonyitja, hogy az ACh felszabadulas oka a membran ATPaz gatlasa és
nem az intracellularis Na™ felhalmazédasanak kovetkezménye, hiszen ilyen
rovid id§ alatt a Na™ nem tud felszaporodni. Bar meg kell jegyezni, hogy a vég-
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3. @bra. Ouabain ACh felszabadulast okozé hatdsa. Tengeri malac hosszanti simaizom (Auer-
bach plexus) preparitum. Krebs oldat, 959, 0, - 59, CO,. ACh felszabadulast PAToN és Vizr
(1969) médszerével mértiik. Figyeld meg, az ouabain addsa utdn azonnal (15 mp) jelentkezd
ACh felszabadulast. Vizi (J. Physiology, 226 95—117, 1972) kozleményébdl tjra rajzolva.

késziilék felszinének és térfogatdnak aranya nagy, igy gyors ionalis valtozasok
képzelhetdk el. Birks elképzelése ellen szélnak tovabba Karz és MiLEDI (1967),
valamint Ranamimorr (1970) kisérletei, akik azt talaltak, hogy az extracellu-
laris Na™ teljes kicserélése Ca®" -ra sem befolyésolja a végkésziilék direkt depora
lizaciéjanak ACh-t felszabadité hatasat. Tehat teljes Na™ hianyban, amikor az
intracellularis Na® felszaporodasa elképzelhetetlen, ugyancsak van ACh fel-
szabadulas.

c) Fokozott Ca*>* belépés

Altalanosan ismert, hogy ha az extracellularis térb6l megvonjuk a Ca2* -t
a kémiai szinapszis nem miikodik, az impulzus nem jut at a preszinaptikus
membranrél a posztszinaptikus membranra. Karz és MiLep1 (1965, 1969) ki-
mutattak, hogy Ca?" hianyban az idegi impulzus bar deporalizalja a vég-
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késziiléket, transzmitter nem szabadul fel. A 2. abra mutatja, hogy magas K*
koncentracié (47.3 mM) okozta depolarizaci6 ACh-t felszabadité hatéasa is
Ca2* fiiggd. Karz és MiLeED1 (1967, 1969) igazolta, hogy a Ca?' influx a leg-
fontosabb az ACh felszabadulasaban. Birks és CoBEN (1968) tovabb fejlesztve
Birks (1963) elméletét, a transzmitter felszabadulast most mar nem az intra-
cellularis Na*t felszabadulasaval, hanem az ezt kovets Ca®" belépéssel magya-
razta. Ez az elmélet nagyon jol ésszhangban all azzal a megfigyeléssel, hogy a
Ca?" influx fokoz6dik ouabain kezelésnél (STAHL és Swanson 1969), akcids-
potencialnal (Karz és MiLEDI 1965, 1967, MiLEDI és SLATER 1966), valamint
tartés depolarizaciénal (Hopekin és KEyNEs 1957). Valamennyi kisérleti fel-
tételrél ugyanakkor ismert, hogy fokozott ACh felszabadulast eredményez.

BAKER, BLAUSTEIN, HODGKIN és STEINHARDT (1967) BAKER és Brau-
STEIN (1968) tintahal 6rids axonjan és tengerirak idegén kimutattak, hogy az
intracellularis Na® koncentracié emelkedésével parhuzamosan emelkedik a
Ca?" belépés.

Olyan kisérleti feltételek mellett, amikor a (Na™-K*)-aktivalta ATPazt
gatoljuk (ouabain, PCMB, Na™-hiany, NEM, K" hiany, stb.) az intracellularis
Na* felszaporodik és ez egy fokozott Ca’?’ influxot eredményez. Valéban ki-
mutattak, hogy az ouabain megnéoveli az intracellularis Ca’>" koncentracijat
cortex szeleteken (OKAMOTO és QUASTEL 1970, SwANsON 1968) és izolalt szinap-
tikus végkésziiléken (BLAUSTEIN és WEISMANN 1970).

Igy jogosan meriil fel az a probléma, hogy a membran ATPazt gatlk
alkalmazasa esetén a felfokozott Ca>" belépés lenne az ACh felszabadulés oka.
Ha a membran ATPaz gatlas per se szabaditja fel az ACh-t, akkor nyilvan-
valéan az ATPaz hénitoknak Ca?" hianyaban is ACh felszabadulast kell okoz-
niuk. A 4. abra mutatja, hogy ouabain Ca?" hianyban is megemeli az ACh fel-
szabadulast. Egyébként a Ca®>" megvonas a Na™ hiany ACh felszabadité hata-
sat sem gatolja meg az Auerbach-plexus kolinerg végkésziilékeibsl (PaTon,
Vizi és ZAr 1971). Meg kell azonban jegyezni, hogy Ca®>" hianyos oldatban az
ouabain kevesebb ACh-t szabaditott fel (1. 2. tablazat). Minden valészintiség
szerint a felfokozott Ca2™ belépés additiv médon fokozza az ACh felszabadulast.
A membran ATPaz gatlas kovetkeztében létrejovs fokozott Ca®" belépés
ACh-t felszabadité hatasa kiilondsen kifejezetten érvényesiill a K" mentes
oldatban (1, 5. 4bra). K™ -mentes oldatban, amikor Ca?" sines az oldatban az
ACh felszabadulas fokozédasa 20—30 perc késéssel jelentkezik és lényegesen
kisebb, mint amikor Ca2 is van jelen (hasonlitsd 8ssze az 5. és 6. abrat). Egyéb-
ként digoxin Ca?"-hidnyban és Mg?" jelenlétében is megemeli a miniatidr vég-
lemez potencial frekvenciajat (Birks és ConEN 1968).

Ezek az adatok azt bizonyitjak, hogy ha membran ATPaz bénitékat,
vagy olyan kisérleti feltételeket alkalmazunk, amikor a (Na*-K™)-aktivalta
ATPaz gatolva van, nem sziikséges az extracellularis Ca®™ jelenléte az ACh fel-
szabadulashoz.
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5. @bra. K*-hidany ACh felszabadité hatdsa Ca®*-hidnyos Krebs oldatban. Visszaadott K+ és
Ca’* hatasa az ACh felszabaduldsra. Tengeri malac ileum hosszanti simaizom (Auerbach
plexus) preparatum. Krebs oldat, 95%, O, + 5% CO,. ACh felszabadulast PAToN és Vizi
(1969) modszerével mértiik. Figyeld meg, hogy a Ca**-mentes kiozegben a K*-megvonésa
megnoveli az ACh felszabadulast. Ca®*t és K+ visszaaddsa utdn egy dtmeneti gyors ACh fel-
szabadulas fokozédéds, majd csokkenés kioveti. Az elsbbi a gyors Ca**-influx és a kévetkez-
ményes membran ATPéz gatlds, az utébbi a membrin pumpa fokozott aktivitasdaval van valé-
szinfileg Osszefiiggésbhen.
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6. dbra. Membran ATPaz gatlas (K*-megvonds) és membran ATPaz izgatas (K+-visszaadas)
hatésa, az ACh felszabadulasra. Tengeri malac ileum hosszanti simaizom (Auerbach plexus)
prepardtum. Krebs oldat, 95%, O, + 59, CO,. ,,Field ingerlés”, 1 Hz, 1 mesec, szupramaximé-
lis inger (10 V/em). K+*-megvonas (a) megemeli az ACh felszabadulést ingerlés hatéséra is,
ha KCI-t RbCl-al pétolva van (b), a K*-visszaadés hatdsiara nem gatlédik az ACh felszabadulas.

Természetesen felmeriil az a lehet8ség is, hogy pl. oubain hatasara a mito-
kondriumokbél szabadul fel a Ca?*, megnivelve ezaltal az intracellularis Ca®*
koncentraciéjat s ez az ACh felszabadulas oka. Korabbi kisérleteinkben (Vizr
1972) kimutattuk, hogy KCN (10—3 M) vagy DNP (6 x 10—* M) csak kismérték-
ben emelte meg az ACh felszabadulasat, bar a mitokondriumokbdl jelentds
mennyiségli Ca?" -t szabaditanak fel (BAKER és mtsai 1967). Izolalt patkany
agykéreghdl DNP utan 10 perccel az ACh felszabadulas 34,06 pmol g='min—1-
rdl 44,68 pmol g~ 'min—!-re emelkedett (Viz1 1972). Ez a novekedés (23,8%-0s)
lényegesen kisebb, mint amit membran ATPaz gatlékkal el lehet érni (100—
4009%,). FiscHER és mtsai (1974) kisérleteikben izolalt patkany agykéreg szele-
ten DNP hatasara 509,-0s emelkedést mértek. BEANT és mtsai (1966) viszont,
a DNP-t hatastalannak talaltak m.e.e.p. frekcenicat mérve, ami azt jelenti,
hogy nem fokozta az ACh-felszabadulasat a neuromuszkularis junkciéban.
Egyébként MiLEDI és SLATER (1966) azt észlelte, hogy Ca?"-mentes oldatban
tintahal 6rias axonjabél nem szabadul fel transzmitter ha Ca’" -t adtak intra-
cellularisan. Ugyanis akkor igen kis mennyiségli Ca2" lokalis extracellularis
alkalmazasakor a szinapszis ismét miikédni kezdett. Néhany évvel késbb
viszont MiLEDI (1973) kézolte, hogy Loligo vulgaris ganglion preparatumén
tetrodotoxin jelenlétében Ca2" intracellularis adasa még az extracellulris
Ca?>" megkotése (La®" vagy Mn2") esetében is néhany tized milivoltos depola-
rizaciét okoz a posztszinaptikus membrinon, amely valészintlileg a transz-
mitter felszabadulas jele. Ez azt jelentené, hogy az intracellularis Ca®>* a baza-
lis membran bels6 felszinén is olyan valtozasokat tud létrehozni, amelyek
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transzmitter felszabadulashoz vezetnek. K kisérlet sorozatban azonban nem
lehetett kizarni annak lehet8ségét, hogy a Ca?"-pipetta intracellularis beveze-
tésénél a membrannak egy olyan sériilése jon létre, amely lehetdvé teszi, hogy
a Ca?* kiszokjon (leakage) és igy ez intracellularisan adott Ca?* tulajdonképpen
a membran kiilsG részén gatolna a membran ATPazt, ami azutan transzmitter
felszabadulast eredményezne. Természetesen az is lehetséges, hogy a membran
ATPaz nem tesz kiilonbséget a kiviilr6l befelé, vagy beliilrdl kifelé haladé Ca2*
kozott. Barhonnan is jon a Ca?' (fizioldgiasan kiviilr§l befelé) az gatolni képes
a membran ATPazt, melynek eredménye ACh felszabadulas.

Véleményiink szerint fiziologias kériilmények kozott a Ca?t jatssza
azt a szerepet, amit a fenti kisérleti koriilmények kozott a membran ATPaz
béniték.

d) Acetilkolin felvételének gatlisa

A neurokémiai transzmitter anyagoknak az elbonté enzimen kiviil a
masik jelentds inaktivaciés mechanizmusa a szoveti felvétel (uptake). Norad-
renalin esetében ezt egyértelmiien bizonyitottnak vehetjiik (1. IvERsEN 1967).
A NA-nak nines olyan elbonté enzimje, amely extraneuronalisan helyezkedne
el és rendkiviil nagy aktivitassal bontana le a felszabadult NA-t. A katekoloxi-
metiltranszferaz (COMT) bar extracellularisan helyezkedik el, de nagyon lassan
bontja a NA-t, igy fiziolégidsan a gyors felvétel jatszik donts szerepet a NA
inaktivalasaban. Ezzel szemben viszont az ACh végkésziilékbe valé vissza-
vétele nem jelent8s. Azonban a pre- és posztszinaptikusan elhelyezkedd koli-
neszteraz gyorsan elbontja a felszabadult ACh-t kolinra és ecetatra és a kolin
biolégiailag mar inaktiv. A végkésziilék kolint vesz fel mely az ACh reszintézisé-
ben jatszik szerepet. LIANG és QUASTEL (1969) patkiny agykéreg szeleten ki-
mutattidk, hogy az ouabain egy nem kompetitiv gatléja az ACh felvételnek.
Amikor a felszabadult ACh mennyiségét mérjiik, akkor kolineszteraz bénitét
— ezerint — is alkalmazunk. Ezerin maga is gatolja (MANN és mtsai 1939,
Ervior és HENDERSON 1951), az egyébként nem jelentds ACh felvételt, igy
nem volna helyes arra a kovetkeztetésre jutni, hogy a membrin ATPaz gatlas
esetén azért kapunk fokozott ACh felszabadulast az extracellularis térben,
mert a felvétel gatolva van. 24-dinitrofenol, mely szintén gatolja az ACh fel-
vételét (L1aNG és QuasTEL 1969) nem fokozta lényegesen az ACh felszabadula-
sat (Vizr 1972, FISCHER és mtsai 1974).

e) Axonalis tiizelés fokozéddsa

A membran ATPaz bénitasa megemeli a Na*t intracellularis koncentra-
ciéjat, ami viszont, ha atmenetileg is, az axonilis tiizelés fokozédasat hozhatja
létre. A kérdés most mar az; vajon a fokozott ACh felszabadulasnak, — amelyet
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membran ATPaz bénitas esetén észleliink, — nem a fokozott axonalis tiizelés-e
a kizarélagos oka. Ez a kérdés eldonthetd volt tetrodotoxinnal, amely a Na'
belépés gatlasaval az idegvezetést teljesen fel tudja fiiggeszteni. Quabain tetro-
dotoxin jelenlétében is ACh-t szabadit fel, bar a felszabadulds kisebb, mint
tetrodotoxin nélkiil (Vizi 1974b). Ez azt jelenti, hogy a végkésziilék membran
ATPaz aktivitasanak gatlasa altal létrehozott ACh felszabadulason kiviil, valé-
szintileg az axonok tiizelése altal kivaltott ACh felszabadulas is hozzajarul a
mért transzmitter felszabadulashoz. A Na'-mentes kozeg ugyancsak emelte
(3009;,-0s) az ACh felszabadulast, ahol viszont az idegi vezetés mar teljesen
gatolt s igy hatasa természetszeriileg nem érvényesiilhet. A membran ATPaz
azonban bénitva van, tehat az észlelt ACh felszabadulas ennek tulajdonithaté.
Ezek az adatok arra utalnak, hogy a membran ATPaz gatlasa — bar valészint-
leg csak atmenetileg — az axonalis tiizelés fokozédasaval egy addicionalis ACh
felszabadulast eredményez, de a (Na'-K*')-aktivalta ATPaz gatlasa per se
is létrehoz ACh felszabadulast. A Na'-mentes oldatban észlelt ACh felszabadu-

las kizarélagosan a membran ATPaz bénulasaval magyarazhatsé.

ACh és NA felszabadulds, mint a (Na*-K* )-aktivilta AT Paz és a hozzd-
tartozo K -fiiggd foszfatdz enzimek aktivitas gdtlasanak eredménye

El6z8ekben bizonyitottuk, hogy a membran ATPaz bénitok altal oko-
zott ACh felszabadulas jelentds részét nem a membran ATPaz gatlasa kivet-
kezményeképpen fellépé depolarizacié, intracellularis Na® emelkedés, foko-
zott Ca?*-belépés, fokozott axonalis tiizelést valtja ki. igy plauzibilis az a fel-
tételezés, hogy az enzim gatlasa per se az oka a fokozott ACh felszabadulasnak.
Felmeriil a kérdés mi torténik fiziolégias kériilmények kozott? Az akcios
potencial az idegszévetben a Na'-belépése mellett Ca?'-belépést is okoz.
A Ca?t-rél viszont patkany agykéreg szeleten kimutattak, (Somocyr 1964 a, b),
hogy 100 mM Na*, 20 mM K* és 5 mM Mg2* jelenlétében koncentraciétél
fiiggben gatolja a (Na'-K')-aktivalta ATPazt. 5< 1078M koncentraciéban a
Ca%" kb. 509%,-0s gatlast okoz. Ma mar egyértelmiien bizonyitottnak vehetd,
hogy az idegszivet depolarizaciéja (Hopekin és Keynes 1957), az akeiés po-
tencial (Hopekin és KEynEs 1957) jelentds Ca?'-influxot eredményez. Igy
feltételezziik, hogy fiziologias koriilmények kozott a Ca?t athatolva a bazalis
membranon atmenetileg gatolja a (Na'-K*)-aktivalta membran ATPazt és a
bazéalis membréan egy igen révid idGtartamra permeabilissa valik, és az ACh
az intracellularis térb6l az extracellularis térbe jut, ahol eleget tud tenni transz-
mitter funkciéjanak. HARVEY és McIntosa mar 1940-ben felismerte, hogy
extracellularis Ca?" mindenképpen sziikséges az ACh felszabadulasahoz. KAtz
és MiLEDI (1967) igazolta, hogy bar a végkésziilék depolarizalhaté Ca?t hia-
nyaban, de transzmitter nem szabadul fel. Kalcium jelenlétében az akciés
potencial utan néhany ms. milva kezdédik csak;az ACh felszabadulasa.
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BAKER és CRAWFORD (1975) béka sartorium-ischiadicus preparatumon
miniatlir véglemez potencialokat regisztralva ugyancsak azt talalta, hogy a
membran ATPaz gatlasa (ouabain, K*-hiany) még Ca%" hianyos oldatban is
fokozza az ACh felszabadulasat. Egyetértve azzal a feltételezésiinkkel, hogy
a Na'-pumpa gatlasa kules szerepet jatszik az ACh felszabadulasdban, mint
oki tényezdt, az intracellularis K lecsokkenését emliti. Nem kétséges, ez val-
ban a Na'-pumpa gatlasanak eredménye, de oki szerepe kénnyen kizarhato
azzal, miszerint nem val6szini, hogy az ACh felszabaditasaban szerepet jatszon
egy olyan tényez6, amely egyébként az ACh szintézisének gatlasiahoz vezet
(PAToN és mtsai 1971). Ismeretes, hogy magas intracellularis K+ koncentracié
kell az ACh szintézisében résztvev acetil-CoA-szintetaz aktivitasahoz (WEB-
STER 1966), valamint a piruvatkinaz mikodéséhez (TAkacakr 1968). Ugyan-
csak cafolja az intracellularis K+ hiany szerepét az a kisérleti tény is, hogy ha
a K*-t Rb"-al helyettesitjiik (6. abra) ACh nem szabadul fel, bar az intra-
cellularis K* koncentracié alacsony. Ez a tény viszont tamogatja azt az elkép-
zelésiinket, hogy a membran ATPaz aktivitasa felelgs az ACh felszabadulasaért.
Rb™" helyettesiteni tudja a K'-ot az enzim aktivalasaban (BAKER és CONELLY
1966), igy nem gatlédik az ATPaz és nem szabadul fel ACh.

GARcIA és KIRPERAR (1973) kimutatta macska izolalt 1ép szeleten, hogy
Na*-hidnyos oldatban a NA felszabadulas fokozédik. A NA a végkésziilékben a
vezikulaban dopamin-xz-hidroxilazzal, ATP-al és kromogranin-A-val egyiitt
helyezkedik el (Smitn és WiINKLER (1972). Mivel a NA felszabadulassal egy-
idejlileg a szerz8k nem észleltek dopamin-fg-hidroxilaz enzim felszabadulast,
igy a Na'-hiany NA-t felszabadité hatasat a raktarozast befolyasolé gatlé
hatassal magyaraztak, és igy nem tartottak a felszabadulds ezen formajat a
fiziol6giashoz hasonlithaténak. Exocitozisnal a NA-al egyiitt fent emlitett
alkotérészek is kiiiriilnek. A kérdés azonban az, hogy vajon fiziolégias koriil-
mények kozott az exocitozissal szabadul-e fel a NA? LasTowEcks és TRIFARO
(1974) viszont azt talalta, hogy a Na®-megvonas esetén fellépsd NA felszaba-
dulas ATP dopamin-f-hidroxilaz iiriiléssel jar egyiitt mellékvese velallo-
manyban. A NA/ dopamin-f-hidroxilaz és a NA/ ATP arany ugyanolyan volt,
mint a granulaban. Ez azt igazolja, hogy a Na'-megvonasra jelentkezd NA
felszabadulas exocitozissal kapcsolatos. Kis molekulasilyd citoplazmatikus
fehérje és tejsav-dehidrogendz nem volt a perfuzatumban, ami azt igazolja,
hogy nincs sejtkarosité hatasa Na'-megvonasnak.

Kimutattuk, hogy a noradrenerg transzmissziéji patkiny vas deferens-
bél (Nat-K*)-aktivalta ATPaz bénité ouabain hatasara C4-NA szabadul fel
(Vizr 1974), akar volt Ca®?* az inkukéalé oldatban, akdr nem.LASTOWECKS és
TRIFARO (1974) kisérleteiben a Na'-hidny akkor is felszabaditotta a NA-t,
amikor Ca®? nem volt az oldatban. Ezek a kisérleti eredmények arra utalnak,
hogy hasonléan az ACh-ban NA-nél is a bazalis membran ATPé4z enzimjének
gatlasa kules szerepet jatszik a transzmitter felszabadulasaban. Fiziolégias
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koriilmények kozott a belépé Ca?t gatolna a membrin ATPazt és ez tenné
lehet6vé a NA felszabadulasat (Vizr 1974 b). A Ba?* jobban fokozza a katekol-
aminok szekréciojat mint a Ca?" (Doucras és RuBin 1963, 1964), a Ba2"
viszont jobban is gatolja a membran ATPazt, mind a Ca?", és valészintleg
ennek tulajdonithaté, hogy hatasara az ACh (PATon és mtsai 1971) és a NA
felszabadulasa intenzivebb.

2. Acetilkolin felszabaduldsdnak gatlisa, mint a ndtrium pumpa fokozott
aktivitasanak eredménye

Az eddigiekben azt bizonyitottuk, hogy ha a membran ATPaz gatolva
van, akar Ca?"-al, akar membran ATPaz bénitékkal, ACh szabadul fel a vég-
késziilékekbdl. Magatél értet6ds, hogy a membran ATPaz izgalmanak viszont
az ACh felszabadulas csokkenéséhez kell vezetnie.

Szamos szerzd (Ranc és RitcHIE 1968, BorTon 1973) leirta, hogy tartés
K*-megvonas utan a K-t visszaadva aranylag tartés izgalma jén létre a Na ™ -
pumpanak, amely elektrogén hiperpolarizaciét okoz. Mivel K*-hianyban ——
ellentéthen a Na®-megvonéssal — ingerelni is lehet az ideget, igy egy kiting
lehet8ség adédott, hogy tanulmanyozzuk a Na™-pumpa fokozott aktivitasa-
nak a hatdsat az ingerléssel kivaltott ACh felszabadulasra. Tengeri malac
hosszanti simaizom-Auerbach plexus (PaTon és Vizi 1969) preparatuman
vizsgalva a kérdést azt tapasztaltuk, hogy a K*-megvonas hatéasara szignifi-
kansan megnétt az ACh felszabadulas (6. abra). 90 perc utan az 5.9 mM K+
visszaadasakor az ACh felszabadulas hirtelen lecsokkent 1112,2 + 271,8 pmol
g~ lmin—'-rgl 130,0 4+ 12.4 pmol g~ 'min~'-re. Az egy ingerre juté6 ACh meny-
nyisége 7,9 pmol g=! ingeriilet=!-rgl 1,0 pmol g=! ingeriilet=!-re csokkent
le. Ez a csokkenés 15-—25 percig tartott, miutan az ACh felszabadulas
1 Hz ingerlés mellett fokozatosan visszatért az eredeti értékre. Ha a KCl-t
RbCl-al helyettesitettiik, akkor nem emelkedett meg az ACh felszabadulas és
az nem csokkent, ha 5,9 mM KCI-t adtunk. Ez azt jelenti, hogy a Rb" helyet-
tesiteni tudja a K*-t az ACh felszabadulas mechanizmusaban. Ezzel szemben
a Cs' nem tudta helyettesiteni a K-t (7. abra). A Rb* azonban nemcsak itt,
hanem a membran ATPaz-ra kifejtett hatasaban is teljesen képes helyettesi-
teni a K*-t (I. Skou 1975). Ez az adat az ACh felszabadulas és a membran
ATPaz aktivitasa kozotti szoros dsszefiiggés egy djabb bizonyitéka.

Itt is felmeriil azonban, hogy esetleg nem a (Na®™-K™*)-aktivilta ATPaz
aktivitas fokozdédasa per se az oka az ACh felszabadulas gatlasnak, hanem
ennek valamelyik kivetkezménye. Melyek lehetnek ezek?

a) Hiperpolarizicié. Az elektrogén Nat-pumpa aktivitas fokozédasanak
az eredménye a nyugalmi potencial emelkedése. Nem valoszint, hogy egyediil
a nyugalmi potencial emelkedése volna felelgs az ACh felszabaduldsanak csok-
kenéséért. Maga a hiperpolarizicié tulajdonképpen fokozza a véglemez poten-
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7. ébra. Rb* hatasossiga és a Cs* hatdstalansdga a K* helyettesitésben az ACh felszabadulas

vonatkozdsiban. Tengeri malac ileum hosszanti simaizom (Auerbach plexus) preparatum.

Krebs oldat, 959%, O, + 59, CO,. 1 Hz-es Field ingerlés ahol jelezve van (1 msec, supramaxima-
lis inger). K-megvonés utdn Rb*-t adva az ACh felszabadulas gatlédik, Cs = hatastalan.

cialok quantalis tartalmat (HuBBARD és WiLris 1962), bar a nyugalmi ACh
felszabadulassal azonos miniat{ir véglemez potencialok frekvenciajat csokkenti
(LiLey 1956). Egy ingeriiletre felszabadulé ACh mennyisége kisérleteinkben
jelentdsen lecsokkent, igy ezt a nyugalmi potencial valtozasaval magyarazni

nem lehet.

b) Intracellularis Na ' csokkenése, vagy K" emelkedése

A Na'-pumpa az intracellularisan felszaporodott Na™ -t kifelé az extra-
cellularis K*-t befelé pumpalja. Kinetikajaban vizsgalva a kérdést azonban
megallapithaté, hogy amig az ACh felszabadulas gatlasa azonnal jelentkezik,
addig jelent@s ionalis koncentracié valtozas csak késdbb 1ép fel (3. tablazat) és
ennek is a végsd eredménye az, hogy azion koncentracié normalizalodik.

¢) Membran ATPaz aktivdlasa

Valészintileg a (Nat-KT)-aktivalta membran ATPaz aktivitas fokozo-
dasra vezethetd vissza az ACh felszabadulas lecsokkenése. A membran perme-
abilitasa lecsokken. Ezzel a mechanizmussal lehet magyarazni a noradrenalin
(PaTon és Vizi 1969) a-receptoron keresztiil kifejetett ACh felszabadulast gatlé
hatasat is.
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3. tablazat

Intracelluléris ionok koncentricié valtozasa izolalt nyil vagus rostokban
Na-pumpa miikodésének hatasara

Intracelluldris ion koncentracié (mM kg—'nedves sily)

Nat Ca?t+ Mgl+
Kontroll, 3 min (1) ‘ 31.5 3.2 25,1
Kontroll, 12 min (1) 43,7 7,4 25,1
Kontroll, 35 min (1) ‘ 47,7 8,6 | 23,9
Kontroll, 120 min (5) 70,4 + 1,8 11,3 + 2,8 25,6 4+ 2,1
K*-hidny, 120 min (4) ‘ 109.7 + 9,7 12,0 + 14 ‘ 24,2 41,3
K*-hidny, 120 min -+ K+ visszaadas, 30 min (4) 449 4+ 1,02 | 12,0 + 2,6 ‘ 18,9 4+ 1,7
K*-hidny, 120 min + K+ visszaadas és oua- | \
e (2y><10—5M), 20 i (4) 123.0 +-10,2 | 10,5 4,8 | 2544325
Na*-hidny, 120 min (szukréz helyettesités (5) | 26,0 + 2,8 22,6 + 1,1 26,5 + 2,0
Nat*-hidny, 120 min - p-NPP(3 mM) (5) 22,3 + 5,3 7,53 + 0,8 | 30,2 4 3,6

Nyil, 23,5 kg, cervicalis vagusat, az allat levegivel valé megilése utan kivettiik és
Krebs oldatban (959, 0, + 5%, CO,) 35 C°-on inkubaltuk. Sziraz/nedves sily ardny = 0,194 +

cses

Az intracelluldris koncentriciét az extracellularis tér: 0,608 mg/mg/KEvIES és RrrcHIE 1965),
tovabba a szaraz/nedves stly ardny segitségével hataroztuk meg. p-NPP, nitrofenil foszfat.
Na*-hidanyos Krebs oldatnal szukrézzal biztositottuk az izozmolaritést.

Kimutattak, hogy a NA fokozza a KT-aktivalta p-nitrofenilfoszfataz
aktivitasat (FormBY és CLAUSEN 1968). Patkany agyban aktivalja a membran
ATPaz miikédését, ha az Ca?"-al, vagy ouabainnal van gatolva (GODFRAIND
és mtsai 1974). Ez az adat nagyon jol magyarazza azt a megfigyelésiinket, hogy
az a-receptor izgatasa akkor csékkenti az ACh felszabadulast, ha az Ca?" be-
lépéssel van dsszefiiggéshben. Az ouabain altal felszabaditott ACh mennyiségé-
bél csak annyit gatol a NA, amennyi a fokozott Ca?™ belépés rovasara irhaté
(Vizr 1972, 1975 a). Patkany agy membran ATPaz aktivitast mérve Gob-
FRAIND és mtsai (1974) a NA ED 50-jét és ED 100-t 6 106 illetgleg 10—4
M-nak talaltak. Kisérletecinkben a INA hasonlé koncentraciéban gatolta az
ACh felszabadulast az Auerbach plexusbél (PaTon és Vizi 1969). A NA memb-
ran ATPaz izgaté hatdsat mutatta még SCHAFER és mtsai (1972), valamint
YosHIMURA (1973) is.

A NA ACh felszabadulast gatlé hatasanal felmeriil egy esetleges hemi-
koliniumszer(i hatas. Ez kizarhaté, mert hatasa egyrészt azonnal jelentkezik,
masrészt az endogén és exogén NA fokozza a magas affinitasd kolin transz-
portot (CorroL és BuTerBAUGH 1975). Korabban a NA ACh felszabaditast
gatlé hatasat a K* permeabilitas fokozé hatasaval magyaraztak (PAToN és
Vizi 1969). Ma mar ismerve az ACh felszabadulas és a (Nat-K*)-aktivalta
ATPaz enzim aktivitasa kozotti osszefiiggést (1. 4. tablazat), a NA gétlé hata-
sat a Ca?"-al gatolt membran ATPaz izgaté hatasaval magyarazzuk. Ugyan-
ilyen mechanizmussal magyarazzuk a Mg?* ACh felszabadulast gatl6 hatasat,
amely egyébként patkiny agykéreg szeleten 5 mM koncentraciéban teljesen
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4.

tablazat

373

Kiilonboz6 vegyiiletek, kationok, (Na*t-K*)-aktivalta membran
ATPazt gatl6 és acetilkolint felszabadité koncentréciéi (agysziovet)

Ouabain

Ca%t

Ba%t

|
p-kloromerkuriben- 1
zoét (PCMB) !

Klorpromazin |
NEM
Cu2t
Foszfolipaz A ‘
Triton — x-100 |

ACh felszabadulast* okozé
koncentricié(M), izolalt
agykéreg

szeletbdl

10-6—-10-4
10—4—10-5
10=#

~ 108

~5x 10~
10—
10-5

*%

0,10, W/V***

(Na+—K+)-aktivélta ATPazt

gétl6 koncentricié(EDg,)
agyszovetben

~ 106

5x10-¢4:
~ 10-3

2x104

~ b x10-¢

~ 2x10~°
~ 2x10-4

108

* Vizi (1974, 1975) adatai patkany agykéreg szeleten
** HEILBRONN (1970)
*** FISCHER és mtsai (1974).

5. tablazat

Irodalmi adatok a membran
ATPaz gétlasra

AKERA és BRODY 1970

Somocy1 1964 és
REIDI 1966

ReInr 1966

AKERA és BRopy 1970

AKERA és BrRopYy 1970
EBADI és CARVER 1970

Hexum 1974
Skou 1960
SomocyI és GAAL 1965

Az acetilkolin felszabadulasat kivalt6 és gatlo tényezok
(Zarodjelben a gatlas szézaléka)

Az acetilkolin felszabadulasa gatolhaté

ACh a-receptor izga-
< Ca?*-hiédny Mg?*-tébblet tdsa (NA; DA;
felszabadulast kivélté =% .
= B S
Fokozott neuronalis \
aktivitas alacsony igen | igen igen
frekvenciaji (<< 3Hz) (100%) (100%,) (1009%)
magas frekvencidji igen nem nem
(> 3Hz) (100%) | (0%)
: Il
e P igen | részben nem
K*-depolarizacié (100%) (50%) 0%)
Na*-hiény nem nem nem
K-hiny részben — —
(50%)
: részben részben részben
Ouabain (20— 40%) (50%)
3 igen igen =
Veratrin (100%) (1009%)

NA = 1-noradrenalin; DA = dopamin

membréin ATPéz
P ; _ | izgatésa (K+, 5,9
P mtro:ée:ﬂ o mM viss(zaadésa
K+*-megvonés
utén)
— igen
— igen
nem igen
(0%)
igen —
(100%)
— igen
(100%)
nem e=ie
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felfiiggeszti az 5 mM Ca?" gatlé hatasat (Somocyr 1964). Ami kiilonssen ér-
dekes, hogy a Mg?" a NA-hoz hasonléan csak az alacsony frekvenciaval ki-
valtott ACh felszabadulast gatlé (5. tablazat) és teljesen hatastalan ha az ACh
felszabadulast nagy frekvencias ingerléssel hozzuk létre (Vizr 1972). Vélemé-
nyiink szerint a nagy frekvencias ingerlésnél, ahol az egy ingerre juté ACh
felszabadulas kisebb, mint az alacsony frekvenciaknal (KnovwL és Vizr 1970,
1971, Vizi 1975 a) az elektromos ingerlés hatasara, valamint fokozott Na™ -
belépésre a Na'-pumpa aktivitasa sui generis fokozédik és ez eleve lecsokkenti
az ACh felszabadulasat, és ekkor mar a NA és a Mg?>" természetszertileg hatas-
talan. Egyébként NA-nak a NA felszabadulast gatld hatasat (negativ feedback)
ugyanezzel a mechanizmussal magyarazzuk: NA a preszinaptikus membran
a-receptorain keresztiil izgatja a (Nat-K*)-aktivalta ATPazt.

Feltételezhetd, hogy az «-receptor megegyezik a Na'-K'-aktivalta
ATPaz enzimmel. Ezt a véleményt igazoljak azok a biokémiai adatok is (GIL-
BERT és mtsai 1975), amelyek kimutattak, hogy a patkany agybél preparalt
szinaptoszomaban (izolalt végkésziilék) a (Na't-Mg')-aktivalta ATPaz mel-
lett, amely nem érzékeny ouabainra, (Na®-K™*)-aktivalta ATPaz enzim is jelen
van, melynek aktivitasa NA-al (10-%—10-*M) antagonizalta a NA (5,0 10—¢
M) ACh felszabadulast gatlé hatasat.

A (Nat-K*)-aktivalta ATPaz és K* fiiggd részét és a K'-aktivalta p-
nitrofenilfoszfatazét azonosnak tartjak (BADER és SEN 1966, Jupan és mtsai
1962, ALBERS és KovaL 1966), ezért megvizsgaltuk, hogy a p-nitrofenilfoszfat
(p-NPP), amely kitding szubsztratuma a p-NPPaz enzimnek, hogyan befolya-
solja az ACh felszabadulast, ha azt az ATPaz enzim Na*- ill. K*-fiigg6 részé-
nél gatoljuk. A 8. dbra mutatja, hogy patkany agy kéreg szeleten a p-NPP 3
mM koncentraciéban teljesen felfiiggeszti a Na™ -hiany ACh felszabadité hata-
sat. Ugyanakkor hatastalannak bizonyult, ha az enzim méasodik 1épését gatol-
tuk K*-megvonassal (9. abra). Ez arra utal, hogy a membran ATPaz els6
részének gatlasa még nem hoz létre ACh felszabaduldst, ha a masodik 1épés
aktivalva van. Ez azt latszik alatdmasztani, hogy az ACh felszabadulasban a
masodik lépésnck van jelentGsége.

Nagyon sok szévet mikroszomalis frakciéjaban a (Na'-K*)-aktivalta
ATPazon (ATP foszfohidrolaz, EC 3.6.1.3) kiviil a neutralis foszfatazok akivi-
tasa is mérhetd. E foszfatazok kaliummal aktivalhaték és Na ™ -al gatolhaték.
Az enzimek acetilfoszfat (BADER és SEN 1966), p-nitrofenilfoszfit (JUDAH és
mtsai 1962, ALBERs és KovAL 1966) és karbamil foszfat (BADER és SEN 1966)
lehet a szubsztratuma. Nagyon hasonlé tulajdonsigai arra utalnak, hogy ez
utébbi a membran ATPaz KT -fiiggd része (BADER és SEN 1966, JupAH és
mtsai 1962, ALBERS és Kovar 1966). INnturisst (1969) kimutatta, hogy a T1*
potolni tudja a K*-t a p-NPPaz aktivalasaban. BRITTEN és Brank (1969)
membran ATPAaz vonatkozasaban talalt hasonlét. Azonos hatéast kivalté kon-
centraciét illetGen a Tt lox hatékonyabb mint a K* (INnTURIss1 1969). Kisér-
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100 - ]

10 perc

(4)
(8) (4) (&) (4)

ACh felszabadulas pmol x g x min'

SRS

) e [Noﬂo OomM
p-NPP 3mM

8. dbra. p-NPP (3 mM) gatlé hatiasa a Nat-megvonds ACh felszabadité hatésira. Patkdny
izolélt agykéreg szelet. Krebs oldat, 95%, O, + 59, CO,. (Vizr és RONAT nem kozolt).

= | | '
E 1500
—g __"(A)
a 1000 - 1 (4)
-8 (4)
=
3
0 <
g 500 10 perc
P —
&
£ F—="
o (8)
L = " Mo
&
e ———— [K*], omM

PZZZZ222222277722 p=NPP 3mM

9. dbra. p-NPP (3 mM) hatdstalansiga a K+-megvonds ACh felszabadité hatdsira. Tengeri
malac ileum hosszanti simaizom (Auerbach plexus) prepariatum. Krebs oldat, 95% 0, + 5%
CO,. Ez a preparitum egyébként nagyon alkalmas az extracellularis tér ion koncentriciéja-
nak gyors véltozdsara, mivel a difftziés viszonyok kit{inGek (a prepardtum vastagsiga kb.
20—50 u, az Auerbach plexus és a végkésziilékek a simaizom felszinén helyezkednek el). Agy-
kéreg szeleten a K+-megvonds nem okoz ACh felszabadulast, mivel a Na*-pumpa valészinti-
leg nem gatlédik a szovetbdl kidramlé K+ miatt. Sartorius izom prepardtumon is hasonlé
jelenséget észlelt BIrks és CoHEN (1968), valamint KEYNES (1954) Vizr és RONAT nem kozolt
adat).
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leteink alapjan arra a kévetkeztetésre jutottunk, hogy az ACh felszabadulasa-
ért a (Nat-K*)-aktivalta ATPéaz rendszerbél a K*-aktivalta rész a felel6s,
amely valészintileg megegyezik a p-NPP-dzzal. A kovetkezd kisérleti adatok
igazoljak feltételezésiinket:

1. A Nat-hidnyos oldat ACh felszabadité belépést fokozé hatasat a
p-NPP (3 mM) teljesen felfiiggeszti (8. abra és 3. tablazat).

2. Oligomicin (10—20 ug/ml) nem fokozta az ACh felszabadulast (Vizr
1975) és nem gatolta a K*-fiigg6 p-NPPaz aktivitasat sem (ASKARI és
Kovar 1971, Somocy! és mtsai koézlés alatt, ForMBY és CLAUSEN
1968).

3. Noradrenalin fokozza a p-NPPaz aktivitasat és kisérleteinkben gatolta
az ACh felszabadulasat.

A (Nat-K*)-aktivalta ATPaz enzim, amely egy Na-fiiggd foszforilaciés
és egy K-fiiggs defoszforilaciés részbdl all, aktivitasa befolyasolja tehat a transz
mitter felszabadulast. Minden valészintiség szerint a masodik rész tehetd fele-
16ssé a transzmitter felszabadulasért. Askar1 és Rao (1972) kimutatta, hogy
patkany agy (Na™-K*)-aktivalta ATPaz specifikus antiszéruma csak az elsg
lépést gatolja. AskARI (1974) szerint ez még nem jelenti, hogy két teljesen
figgetlen enzimrdl van szé. Valoszintileg az ATPaz enzimnek két antigén
szemponthbél eltér§ tulajdonsagokkal rendelkezd része van.

Osszefoglalas

A bazalis membranban elhelyezked8 (Na®-KT)-aktivalt ATPaz fontos
szerepet jatszik a preszinaptikus membran permeabilitas valtozasanak regu-
lalasaban. Az akcioés potenciil kapesan a Ba™ belépést a Ca?" belépése koveti
és ez ha csak igen rovid iddre is, de gatolja a membran ATPazt illetleg a p-
NPPizt. Ugy tlinik az tehet§ felelgssé a transzmitter felszabadulasaért (11.
abra). A gatlas utan viszont a transzmitter felszabadulasanak gatlasat ered-
ményezi. Ez mintegy refrakter periodust biztosit a végkésziilék szamara. Itt
azonban felmeriil egy nagyon komoly probléma: milyen mechanizmussal sza-
badul fel az enzim a Ca?™ okozta gatlas al6l? Mg?>" vagy valamilyen eddig még
nem ismert molekula aktivalna? Ma még ezt nem tudjuk.

A noradrenalin, amely a membran ATPazt izgatja valészintileg alfa-
receptoron keresztiil a transzmitter felszabadulasanak gatlasat okozza. Ez a
preszinaptikus gatlas tulajdonképpen egy nagyon gazdasagos médja a neuro-
kémiai transzmisszié preszinaptikus moduléalasanak.

Véleményiink szerint a (Na®-K*)-aktivalta ATPaz K-fiiggé része tehetd
felelGssé a transzmitter felszabadulas modulalasaért (1. 10. és11. abra és 6. tab-
lazat). Ez utébbi valészintlileg megegyezik a p-NPPaz enzimmel.
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6. tablazat

Intracellularis ion koncentracié valtozésok Ca%*-mentes oldatban tartott
nyul viagusz rostokban K+ megvonasara ill. visszaaddsara

Intracelluléris ion koncentricié
(mM . kgy 1 nedves sily)
Na+ | Cat+ l Mge+

Kontroll, 120 min. (5) 70,4 + 7.8 ’ 11,3 + 2,8 25,6 + 2,1
K*-hidny Ca®**-mentes + 1 mM EGTA oldatban

120 min. (5) 101,7 + 5,1 1,0 4+ 0,3 22,6 4+ 0,8
K*-hidny Ca®**-mentes + 1 mM EGTA oldatban

120 min. K+ visszaadas, 30 min (5) 51,3 +9,1 | 11,403 31,2 + 0,9

|

Az intracelluléris ion koncentriciékat emissziés spektrofotometridval mértiik.
Krebs oldat, 35 °C, 95% O, + 5% CO,.

Zaréjelben a kisérletek szamat tiintettiik fel.

Na* Mg?*
E+ATP —————EuP(+ADP)
Mo® | (G v
K+
E+ P' _— E—P

2
Ouabain, Ca

E+ R +————— E-P

I
€ gt |
1

E+NPP  —————>E-P (+NP)

10. dbra. A Na+t-K*-aktivalta ATP4z enzim vézlatos dbrédzoldsa. A Na*-fiiggd foszfoenzim
képzédést (E ~ P) egy konformécié véltozas kivet (E ~ P -~ E—P), amely irreverzibilis.
A reakcié masodik része egy K+-fiiggé defoszforildcié. A p-NPP4z enzim K*-fiiggs, Na+t-al,
Ca?*-al és ouabainnal gétolhaté, valészinfileg egyezik a membrin ATP4z K *-fiiggs részével.
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11. dbra. A végkésziilék bazéilis membrénjaban levé Na-K-aktivalta ATPaz aktivitdsa és az

ACh felszabadulas kozotti osszefiiggés sémas abrizoldsa. Ha a membran ATPéz enzim gatolva

van az akciés potenciél alatt beléps Ca®*t hatasara, az enzim konformadcié véaltozast szenved a

membrin permeabilissé valik egy igen rovid idéperiédusra. Ez a ,,.kapuzé” mechanizmus (Viz1

1975) biztosithatja a kvantalis felszabadulast legyen az ACh akar vezikularis, akar citoplazma-
tikus eredetii.

Membran ATPdz elmélet és a quantdlis felszabadulds: DEL CASTILLO és
KAtz (1954 a, b) mar 1954-ben felvetette, hogy a quantal felszabadulas a pre-
szinaptikus membran ,,redény”’-szeri miikédésének az eredménye. KésGbb
ezt az elképzelést elvetették (DEL CasTILLO és KaTZ 1956), mivel a preszinap-
tikus membranban idGkézben felfedezett vezikula (DE RoBERTIS és BENNETT
1954) kitiiné morfolégiai magyarazatot adott a quantal felszabadulas elméle-
tére. A transzmitter anyag a vezikulabél minden, vagy semmi jelleggel exocité-
zissal szabadul fel. Ezek az elképzelések sem adtak magyarazatot azonban arra
vonatkozéan, hogy a transzmitter anyag hogyan jut 4t a membranon.

Egy vezikula 10 000 (pEL Castirro és Karz 1956) — 60 000 (ELmQuisT
és QuasTEL 1965) molekula ACh-t tartalmaz. Ez a mennyiség felszabadulva, a
szinaptikus résen atjutva a szubszinaptikus membran receptorain hat és kb.
30 uV nagysagi potencial valtozast hoz létre, ami azt jelenti, hogy kb. 1000
vezikulanak kell egyid6ben felszabadulnia ahhoz, hogy egy 0,7 mV nagysag-
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renddi m.e.e.p. valtédjon ki. A transzmitter felszabadulds legmodernebb el-
mélete, amely exocitézissal magyarazza a kémiai atvivé anyag felszabadulasat
a végkésziilékbdl, nem ad magyarazatot arra az egyszeri kérdésre, hogy hogyan
jut at a molekula a bazalis membranon, ill. a vezikula hogyan és hol tiriti ki a
tartalmat az extracellularis térbe. A quantalis felszabadulas tulajdonképpen a
legerGsebb bizonyitéka annak, hogy az ACh és a NA egyszerre nagy mennyi-
ségben iirtl és morfolégiailag a vezikula léte szinte minden kétséget kizaré
kittinG bizonyiték. Az exocitézis elmélete olyan kisérleti tényeket nem tud
megmagyarazni, hogy hogyan lehet az hogy a frissen szintetizalt transzmitter
szabadul fel preferencialisan (CoLLIER, 1969), akkor amikor a szintézis a cito-
plazmabap térténik és nem a vezikulaban.

A (Na*-KT)-aktivalta ATPaz aktivitds valtozasa viszont biztositani
tudja a transzmitter felszabadulas quantalis jellegét is. Amikor az akciés po-
tencial eléri a végkésziiléket, ott a depolarizacié ,,alatamasztja’ a végkésziilé-
ket. A Na™ belépését koveti a Ca®>" belépése és ez a membranon keresztiil ha-
ladé kalcium egy rovid idére gatolja a membran ATPaz aktivitasat (1. 11 abra)
— az enzim transzformacié valtozast szenved-, a membran permeabilissa
valik és a citoplazmabél felszabadul az ACh és a NA. Ez csak néhany ms. id8-
tartamig tart. A kérdés azonban most mar az, hogy mi az ami aktivalja, resta-
uralja a membrin ATPaz gatlast? Elképzelhets, hogy a membran ATPaz
enzimnek ezt kovetGen egy fokozott aktivitasa jon létre. Ezt az elképzelést
latszik bizonyitani az a kisérleti tény is (TOROK és Vizi nem kozolt adat), hogy
az elektrogén Na-pumpa miikédéséhez feltétleniil sziikséges az extracellularis
Ca2" jelenléte. Valészintileg csak akkor aktivalhaté a Na-pumpa, ha az Ca
gatlas alatt all.

Kisérleteinkben osszefiiggést taldltunk a membran ATPaz aktivitasa,
ennek eredményeként a miikédé Na-pumpa intenzitasa és a transzmitter fel-
szabadulasa kézott. Ez egyben j megvilagitasba helyezi mind a transzmitter
felszabadulast, mind annak posztszinaptikus depolarizalé hatasat nevezetesen
a membran ATPéz izgalma a transzmitter felszabadulasat gatolja preszinap-
tikusan, mivel a pumpa aktivitds igen intenziv volta miatt idegimpulzusra
Na-belépés nem kovetkezik be. Ugyanez a helyzet a transzmitter posztszinap-
tikus hatésat illetden is. A membran ATPaz izgalma és ennek kovetkeztében
a fokozott Na-pumpa semlegesitheti, vagy meghaladhatja a transzmitter altal
okozott Na-belépést, Ez utébbi esetben az ACh vagy a NA depolarizaciét okozo
hatdsa elmarad, valamint a szinapszisban megsziinik a neurokémiai transz-
misszio.

Minden valészintliség szerint a nyugalmi potenciélt részben a membran
ATPéaz aktivitdsa hatdrozza meg. A transzmitter hatas kifejlédése utin a
pumpa fokozott mikédése miatt egy altalanos szenzibilitas csskkenés jon létre
a posziszinaptikus membranon. Preszinaptikusan viszont nagy frekvencias
ingerlés utdn az intracellularis Nat® megnovekedése a pumpa aktivitas foko-

MTA Biol. Osst. Kazl. 21 (1978)



380 VIZI E. SZILVESZTER ES TOROK TAMAS

z6dasat indukalja, mely a transzmitter felszabadulas lecsokkenéséhez vezet
(K~vorn és Vizr 1970, 1971). Egy egyébként egy onregulicios folyamatnak
tekinthetd. Valészintileg valahol az axon hillock kérnyékén az akciés potencial
generalizalas is gatlédik.

A Na-pumpa aktivitasa csak akkor fokozhaté, ha extracellularis kalcium
is jelen van. Ez arra utal, hogy esetleg csak a kalciummal gatolt ATPaz (p-
NPP4z) aktivalhat6 az altalunk alkalmazott biolégiai rendszerekben (12. abra).

INTRACELLULARIS TER ?

K' ——> Na* =—— ca**

Na: K 1:1 Na:C
csere3:2 / / \ cserecl w1
j
/

_;l;
K e Na*——ca™
/
Ca++
EXTRACELLULARIS TER Sejt
membran
Ouabain
érzékeny érzéketlen:

12. gbra. A Na: K és a Na: Ca csere sematikus abréazolasa. Ca**, amely a membran ATPaz

géatléja tobb féle mechanizmussal tud belépni a sejtbe, a két legfontosabb: 1. akciés potencial

alatt, 2. az intracellularis natriummal kicserélgdve. A membran ATPaztél fiiggé Na:K cserét
a membrdnon keresztiil haladé Ca®* az enzim gatlasaval befolyéasolja.

Azonban a fenti tényeket egyiittesen figyelembe véve is jogosan meriil
fel a kérdés, hogy a (Na®-K™)-aktivalta ATPaz enzim aktivitasa és a membran
potencialja kozott van-e direkt osszefiiggés. Hiszen az is elképzelhetd, hogy a
membran nyugalmi potencialjanak valtozasa csak egy indirekt kévetkezmé-
nyes eredménye az ATPaz aktivitas valtozasinak. Erre a kérdésre JAIN és
mtsai (1969) kisérletei adnak valaszt. Mesterséges lipid membranba patkany
agybél preparélt (Na®-K*)-aktivalta ATPaz enzim frakciot iiltettek. A mes-
terséges membran Na™ ionokat transzportalt és aram keletkezett, amely
ouabainnal gatolhaté volt. Ezek a kisérleti tények perdontdek arra vonat-
kozéan, hogy a membran ATPaz azonos tulajdonképpen a Na-pumpaval és,
hogy a membran nyugalmi fesziiltségének fenntartasaban kulcs szerepet jatszik

A (Na*-K* )-aktivalta AT Paz enzim K-fiiggo részének (p-NPPdz) jelen-
tosége az ACh felszabadulds szabdlyozdsiban: Korabbi munkankban bizo-
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nyitékokat talatunk a (Na®-K*)-aktivalta ATPaz modulativ szerepére az az
ACh felszabadulasban: az enzim gatlasa felszabadulast, izgatasa az ACh fel-
szabadulas gatlasat eredményezi. A kérdés tovabbi tanulményozasa soran az
enzim K-fiigg8 részének kulcs szerepét lattuk igazolédni (Vizi és RONAI nem
kozolt adat). A membran ATPaz K-fiiggd részének, a p-nitrofenilfoszfataz en-
zim szerepét az ACh felszabadulasban a kovetkezd kisérleti tények bizonyitjak:

1. A Na-megvonas okozta ACh felszabadulast és Ca2* belépést a p-NPP
teljesen felfiiggeszti (8. abra és 6. tablazat). Az enzim els6 része gatolva van a
Na-megvondas kovetkeztében, de a mesterséges szubsztrat (p-NPP) adéasa a
masodik 1épés miikodését lehetgvé teszi (1. 10. abra). Ez azt jelenti, hogy a
masodik rész miikédése elegendé az ACh felszabadulas gatlasahoz. A p-NPP
a K-megvonis (9. abra) és az ouabain hatasat (Viz1 és RONAT kozlés alatt) nem
befolyasolja.

2. Ouabain, Ba?*, NEM, K-hiany gatolja a p-NPPaz enzim miikodését és
kisérleti feltételeink mellett ACh felszabadulast okoznak. A Ca®>* is hatékony
gatloja a p-NPPaz enzimnek.

3. A Na', koncentracié forditott aranyban all az ACh felszabaduléassal
(Vizi nem kozélt adat). A p-NPPaz enzim aktivitasa is forditott aranyban all a
[Na*], koncentraciéjaval. Egyébként mellékvese veld allomanybél a katekol-
aminok felszabadulasa is forditott aranyban van a [Na™], koncentraciéjaval.

4. Oligomicin nem gatolja a p-NPPaz enzim aktivitasat és nem fokozza
az ACh felszabadulasat sem (Vizi 1975 b).

5. ATP 10—°M koncentracioban gatolja Auerbach plexusbél az ACh fel-
szabadulasat. SomocyIr és mtsai (kozlés alatt) feltételezik, hogy az ATP az
enzim egyik alegységéhez kotddve biztositja, hogy a masik alegységen (K-fiiggd
rész, a p-NPPaz) a p-NPP bontasa fokozédjon. Ami azt jelenti, hogy az ATP
tulajdonképpen fokozza a p-NPPaz miikodését. A kérdés latszolagos logikus
magyarazata tovabbi analizist igényel, mivel magyarazatot kivan az a tény is,
hogy miért gatolja az ACh felszabadulasat (Viz1 1975) az ADP és az AMP akkor,
amikor nem fokozza biokémiailag a p-NPP bontasat (Somocyr és mtsai kozlés
alatt). Ugyancsak nehéz megmagyarazni, hogy az ATP in vitro kisérleteink
mellett, hogyan jut el a membranban helyetfoglalé enzimben. Még akkor is,
amikor az Auerbach plexus preparatumunk a diffiiziés viszonyokat illetGen a
legkénnyebben atjarhaté preparatumok egyike.

6. Noradrenalin és adrenalin fokozza a p-NPPaz enzim aktivitasat
(ForMBY és CALUSEN 1968) ugyanakkor gatoljak az ACh felszabadulasat (Vizr
1968, PaTon és Vizi 1969).

7. K-megvonds utan a visszaadott K* teljesen meggatolta az ACh fel-
szabadulasat és a membran ATPaz, igy a p-NPPaz enzim is, amely egyébként
K-fiigg6, izgalmi allapota jon létre.

Ezek az adatok azt bizonyitjak, hogy akkor, amikor a p-NPPaz gatolva
van, akkor az ACh felszabadulas fokozédik, amikor izgalomban van, akkor az
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ACh felszabadulas gatlédik. Fiziologias koriilmények kozott a kalcium belépése
soran gatolna ezt az enzimet és tenné lehetvé az ACh és minden valészintiség
szerint a NA felszabadulasat is.

A posztszinaptikus membranban is fontos szerepet jatszik a (Na®-K™)-
aktivalta ATPaz enzim. A kalcium-gatlas utén az aktivitas restitdciéja soran
az aktivitas fokozédik és a membran (ideg vagy izom) érzékenysége csokken
(deszenzibilizal6das). Ennek kiilonésen nagy jelentGsége lehet a neuro-neurona-
lis szinapszisban, az axon hillockban, ahol az akciés potencial generalizalédik.
A membran ATPaz fokozott aktivitasa ennek gatlasat okozhatja és ezzel a
neurokémiai transzmissziot gatolja. Ez a feltételezés azonban még direkt bizo-
nyitékot igényel.
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