VOROSVERTEST FOSZFAT TRANSZPORT

Larzkovits LAszLO

SZOTE Agykutaté Intézete, Szeged

A foszfat transzport vizsgalatat virosvértesteknél onallé, kiilonleges
problémava teszi az a tény, hogy a sejthe penetralé foszfat — egyéb anorgani-
kus anionoktél eltérSen — jelentds sebességgel belép az anyageserébe. Ilyen
moédon a foszfat felvétel egytittal intracellularis organikus foszfat észterekbe
torténd inkorporaciot is jelent. Ezért a radioaktiv nyomjelzéses technikaval
végzett kisérletek interpretalasa lényegesen tobb adat egyiittes értelmezését
teszi sziikségessé, mint mas anorganikus anionok vizsgalata esetén.

A foszfat transzport és anyagesere szoros kapesolata a vorosvértestekben
(WartTAM 1964) kétoldald: egyrészt a sejt anorganikus foszfat szint emelke-
dése megnoveli a glikolizist (Rose, WARMs és O’CoNNELL 1964), masrészt
utébbi megvaltoztathatja a sejtben a foszfat koncentraciot. Ilyen médon az
anyagesere valtozasa foszfat koncentracié gradienst eredményezhet a sejt és
médium kozott (WaHITTAM 1964, IMARISIO és Jamison 1967).

Tovabb komplikaljak a folyamat vizsgalatat a kovetkezd tényezdk:

a) A foszfat felvétel egyensilya viszonylag lassan, 2—3 6ra miilva all
csak be (CHEDRU és CARTIER 1966, VESTERGAARD —BoGInD és HAsseLBo
1960). Radiokémiai egyensily a médium és a sejt foszfat poolok kozott napo-
kat igényel (TiLL, KoHLER, RUscEKE, KOHLER és LoscHE 1973).

b) A foszfat anion a pH-t6l fiiggen két anion: egy bivalens és egy mono-
valens anion elegye. A kettd aranya pH 7.,4-nél ahol a legtobb vizsgalatot
végezték — 8/2 (WaHITTAM 1964).

¢) A vorbsvértest anorganikus foszfat pool és az azzal anyageserekap-
csolatban allé organikus foszfat poolok kompartmentalizaltak (TiLL és mtsai
1973, LatzkoviTs 1971, Latzkovits, FAyszr és SzENTISTVANYI 1972).

A fentiek érthetdvé teszik, hogy az irodalomban hosszi ideig folyt a
vita a vorosvértest foszfat transzport jellegérsl. Felfogasuk szerint a szerzdk
két csoportba sorolhaték:

1. Azok, akik a foszfat felvételt aktiv transzportnak tekintették, vagy
legalabbis feltételezték egy karrier mechanizmus, illetve organikus foszfat
észterekbe torténd beépiilés elsddleges és kizardlagos szerepét a membranon
at torténd penetraciéban.

2. Masok felismerték a foszfat transzport passziv jellegét: vagy egy-
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szeril passziv diffiziét, vagy olyan ,,egyensilyi karriert” tételeztek fel, mely
legfeljebb csak extrém magas foszfat koncentraciék mellett telitédik.

Noha a vita eldontéttnek tekinthet§, amennyiben ma egységesen el-
fogadott, hogy a virosvértest foszfat felvétel passziv transzport vtjan torté-
nik (PAssow 1969), érdemes megismerni az egyes szerz6k nézeteit. Az egyes
feltételezések ugyanis részben olyan kisérleti tényeken alapultak, melyek
nem bizonyultak tévesnek és amelyek értelmezése nem tekinthet§ lezartnak.

HAvLPERN (1936) kozlése az egyetlen az irodalomban, mely uphill fosz-
fat transzportrél szamol be. Ezeket a vizsgalatokat egyetlen késébbi szerzé
sem erGsitette meg.

Mas szerz6k (GourrLEY 1951, 1952a, 1952b, 1954, GOURLEY és MAT-
SCHINER 1953, PRANKERD és ALTMAN 1954) leirtak, hogy a glikolizis gatlasa
csokkenti, illetve gyakorlatilag megsziinteti a P jelzett foszfat felvételét
vorosvértestbe.

Fontos volt a foszfat transzport megitélése szempontjabél annak a meg-
allapitasa, hogy egyes foszfat észterek a vorésvértestben P jelzett foszfat
felvételét kovetden lényegesen magasabb fajlagos aktivitas értéket mutatnak,
mint az intracellularis anorganikus foszfat. GourLEY (1952a) kézélte el8szor,
hogy az ATP fajlagos aktivitas éri el a legmagasabb értéket. PRANKERD és
ALTMAN (1954) ezzel szemben a 2,3-DPG fajlagos aktivitasat talaltak minden
mas foszfat észternél, illetve az anorganikus foszfatnal is nagyobbnak. Késébbi
vizsgalatok egyértelmiien GOURLEY észlelését igazoltak: a 2,3-DPG fajlagos
aktivitasa az anorganikus foszfat fajlagos aktivitasat sem éri el, viszont az
ATP fajlagos aktivitdas szamottevGen nagyobb, mint az anorganikus foszfaté
(GERLACH és mtsai 1958, TATIBANA és mtsai 1960, BARTLETT 1961, ZIPARSKY
és mtsai 1962, SCHAUER és HiLLMANN 1961, LATzKOVITS és mtsai 1971, 1972,
TiLL és mtsai 1973).

Az emlitett észlelések érthet6 médon nehezitették a foszfat transzport
mechanizmusinak magyarazatat. Amennyiben ugyanis az anyagcsere 1épések
konszekutiv médon kovetik a foszfat transzportot, az anorganikus foszfat az
organikus foszfat észterek perkurzora. Ezért nem egyszerii annak a magyara-
zata, hogyan lehet magasabb az ATP fajlagos aktivitas az anorganikus foszfaté-
hoz képest. Erthets tehat, hogy a szerzdk egy része arra a kovetkeztetésre
jutott, hogy a foszfat felvétel valamilyen anyagcsere 1épést jelent: a foszfat
nem anorganikus anionként jut a sejthe, hanem a membréanon at torténd pe-
netracié mar organikus kotés kialakulasat tételezi fel.

BARTLETT (1958), GOURLEY (1954), illetve PRANKERD és ALTMANN (1954)
szerint a transzport els§ 1épéseként a foszfat egy karrier molekuldhoz kotédik
a membran kiils§ felszinén. Ezt kovetben a foszfat — karrier komplex a memb-
ran belsd felszinéhez vandorol, ahol ADP veszi at a foszfatot, igy ATP képzé-
dik. BARTLETT (1958) és PRANKERD (1954, 1961) feltételezték, hogy a karrier —
foszfat komplex az 1,3-DPG. (Ez magyarazna egyittal a 2,3-DPG altaluk
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észlelt magas fajlagos aktivitasat.) A GOURLEY altal javasolt mechanizmus sze-
rint a foszfat transzportot tgy kell tekinteni, mint egy karrier-kozvetitette
kicseréldést az extracellularis foszfat és az intracellularis ATP kézott (Gour-
LEY 1952a,1952b, 1954), ahol a karrier mobilis a membranon beliil. GouRLEY
szerint a karrier nem lehet az 1,3-DPG. Lényegében ugyanezt a mechanizmust
fejtik ki ScHAUER és HiLLmMANN (1961) egy ,,membran-foszfat-akceptor”
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1. dbra. A vorosvértest foszfatfelvétel karrier mechanizmus szerint torténé ,,aktiv”’ felvételé-
nek sematikus abrdzoldsa B. VESTERGAARD-BOGIND dolgozatdban (Biochim. Biophys. Acta
66. 93109 1963)

P;: anorganikus foszfat

X:  a kiilonboz6 szerzok altal feltételezett foszfat karrier vagy ,,membran foszfat akceptor™
XP: a karrier-foszfat komplex

G:  glukéz

.» 2., 3. és 4.: a foszfat felvételt eredményezi lépések

a karrier ,,diffGzi6ja” a membranon beliil

., 1. és 8.: a foszfat leadést eredményezd lépések

s 10.: a sejten beliil az organikus foszfatok lebomlésa, ill. szintézise

O

o

feltételezésével, mely kozvetitené az ATP és az extracellularis foszfat kicseré-
16dését. Utébbi két szerzének sikeriilt izoldlni a vérésvértest membranbél
olyan foszfolipid (pontosan nem identifikalt) jellegli vegyiiletet, melyben a
foszfat fajlagos aktivitis meghaladta az ATP fajlagos aktivitasat is. Ugy
gondoltik, hogy ez a vegyiilet lehet az emlitett ,,membran-foszfat-akceptor™.

A leirt hipotéziseknek megfelel6 mechanizmus vazlatat adja az 1. abra.

Az emlitett szerzk a foszfat transzport kinetikdjat nem vizsgaltak,
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illetve az ilyen kisérletek adatait nem vették figyelembe. Nem tanulmanyoztak
azt sem, hogy a foszfat efflux a virosvértestbsl értelmezhetd-e hipotézisiik
alapjan.

Azt az elképzelést, hogy a vorosveértest foszfat felvétel passziv transzport
utjan torténik HAnN és HEvESsY (1942) fogalmaztiak meg elGszor, bar 6k kisér-
leteikben nem észlelték a felvétel fiiggését az extracellularis foszfat koncent-
raciotol.

Azt a tényt, hogy az anorganikus foszfatfelvétel az extracellularis kon-
centracié fiiggvénye mar IvERsEN (1921) észlelte. O azonban még nem tudta
eldonteni, hogy a sejtben a felvett foszfat anorganikus vagy organikus foszfat-
ként van-e jelen.

Késébbi vizsgalatok azt mutattdk, hogy a vordsvértest intracellularis
anorganikus foszfat koncentraciéja a médium foszfat koncentraciéjanak a
fiiggvénye (VESTEGAARD-BocinD és HasseiBo 1960, Dunker és Passow
1953, Passow 1964). DUNKER és Passow (1953). illetve Passow (1964) ismerik
fel, hogy a foszfat transzport a passziv foszfat—klorid kicserélgdés kinetikajat
koveti és feltlinGen egyezik a szulfat transzport kinetikajaval. Felismerik to-
vabba, hogy az extracellularis és intracellularis foszfat koncentraciék aranyat
a Donnan-egyensily hatirozza meg (Passow 1964) éppenidgy, mint a szulfat
és egyéb anorganikus anion esetén.

Ugyancsak a foszfat transzport kinetikajanak vizsgalata soran ismerik
fel mas szerzdk is, hogy az passziv folyamat (VEsTEGAARD-BocinD 1963,
GERLACH, DEUTICKE és Dunm 1964, CHEDRU és CARTIER 1966, DEUTICKE
1967). pH fiiggése éppen gy értelmezhetd a fixalt toltés hipotézis alapjan,
mint mas anionok transzportja (Passow 1969).

Passow (1969) hangsiilyozza, hogy a szulfat és foszfat transzport telje-
sen azonos sajatossagokat mutat. Mindkettd esetén a fluxus nem kozvetleniil
a médium, hanem az intramembran anion koncentraciétél fiige. Azonos ko-
riilmények kozott elvégzett kisérletben a foszfat fluxus ugyanazzal a formula-
val adhaté meg, mint a szulfat esetén (PAssow 1964, Deuricke 1967). A két
anion viselkedésének szoros parhuzama tulajdonképpen megleps, még akkor is,
ha mindkettd transzportja a fixalt toltés hipotézissel értelmezhetd passziv fo-
lyamat. A foszfat anion ugyanis a pH-t6l fiiggden nem egységes: a HPO; ™,
illetve H,PO,~ anionok elegyébél all. A foszfat heterogén osszetétele ellenére
megfigyelhetd parhuzam magyarizatara a foszfat és szulfat kozott Passow
(1969) A. Katchalsky személyes kozlésére hivatkozik, mely szerint a magas
toltéskoncentracioval rendelkezd intramembran térben a H,PO,~ disszociaciés
konstansa sziikségképpen magasabb, mint oldatban. Indokolt ezért annak
feltételezése, hogy a membranon beliil a foszfat kizarélagosan bivalens anion-
ként van jelen.

A foszfat transzport hémérséklet fiiggése hasonléképpen, mint a
szulfaté - nehezen értelmezhetd a fixalt toltés hipotézis alapjan (Passow
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1969). A kiilonbozd szerzdk eltérs, de magasabb aktivalasi energiaértékeket
adnak meg, mint amilyen érték: 8 12 kcal/mél a fixalt t6ltés hipotézis alap-
jan varhaté lenne. A kiilonb6z6 szerzék altal meghatarozott aktivalasi energia-
értékek a foszfat transzportra a kovetkezék: 25 kcal/mél (GERLACH és mtsai
1964), az influxra vonatkozéan és 32 kcal/mél (GLADER és OmAcHI 1968), az
effluxra. Erdemes sszevetni ezen értékeket a szulfat esetén nyert megfelels
értékekkel: 33, illetve 32 kcal/mél az influxra (ScENELL 1972, illetve WiETH
1970) és 27 keal/mdl az effluxra (GLADER és OmachI 1968). Lathat6 tehat,
hogy a foszfat transzport még olyan tulajdonsagaiban is szoros parhuzamot
mutat a szulfat transzporttal, melyek nem értelmezheték az anion transzportot
magyarazé fixalt toltés hipotézissel.

GLADER és OmAcHI (1968) részletesen vizsgaltak resealed ghostok foszfat
effluxat és megallapitottak, hogy passziv transzportra jellemz§ kinetikat
mutat.

Az ismertetett adatok alapjan értheté, hogy altalanosan elfogadott a
foszfat transzport passziv jellege. Hogyan magyarazhaté azonban ez esetben
az ATP emlitett magas fajlagos aktivitasa, mely az intracellularis anorganikus
foszfat fajlagos aktivitasat is meghaladja — P jelzett foszfattal végzett transz-
port kisérletben? A kérdésre adott valasz igen fontos annak megitélése szem-
pontjabél, mi a passziv foszfat transzport és anyagesere kapcsolata vorosvér-
testekben. :

Mindenekelstt figyelembe kell venni, hogy radioaktiv jelzéssel végzett
kisérletben a sejten belil kialakul a transzportalt foszfat fajlagos aktivitas
gradiense, mely sziikségképpen a membranon, annak bels§ kornyezetében
mutat maximumot. Kiovetkezésképpen az esetben, ha a vorosvértest enzimek
olyan médon kompartmentalizaltak, hogy a membranon lehetséges ATP kép-
z6dés, mig a glikolizis ,,f6 tomege” a citoszol fazishan jatszédik le, az ATP
fajlagos aktivitas kiemelkedGen magas értéket érhet el. Ezért igen fontosak
azok a vizsgalatok, melyek kimutattik, hogy a vérosvértest membran glicer-
aldehid-foszfat-dehidrogenaz (GAPD-EC 1.2.1.12) és foszfo-glicerat-kinaz
(PGK-EC 2.7.2.3) aktivitassal rendelkezik (RoNQuisT 1968, GREEN és mtsai
1965, RoNquisT és AGREN 1966, RoNquisT 1967, ScHRIER 1963, 1966, 1967).
Ugyanakkor mas szerz6k kimutattak, hogy a vorosvértest membranhoz ATP
kotott (WELT és mtsai 1963, SzAsz 1970, HACKENBROCK 1966, KARJALAINEN
1968, GAsIk és STEWART 1968, MATSUDA és mtsai 1968, LOwE és Junc 1969).
Sajat vizsgalatainkban azt talaltuk, hogy **P jelzett foszfatot tartalmazé mé-
diumban inkubalt vérosvértestekbél ghostokat izolalva, az azokon kotott ATP
legalabb 6tszor nagyobb fajlagos aktivitast mutat, mint a ,,szabad” ATP
(LATZKOVITS és mtsai 1974). Bizonyitottnak tekinthetd tehat, hogy vorosvér-
testekben az ATP legalabb részben a membranon képzédik a GAPD —PGK
enzimrendszer kozremiikodésével ADP, illetve anorganikus foszfathél.

DEe VERDIER (1963) szerint a GAPD — PGK enzimrendszer izotép kicse-
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rélédést is eredményez az anorganikus foszfat és ATP kozott. Ez a folyamat
szintén hozzajarulhat ahhoz, hogy tracer kisérletben a membranon, annak
belsé kornyezetében nagy fajlagos aktivitasi ATP képz6dik. DE VERDIER
véleménye ez ideig nem nyert megerdsitést.

Az elmondottak szerint a passziv foszfat transzport és az anyagcsere
kapcsolataban fontos szerepet jatszik a glikolitikus enzimek kompartmentali-
zacioja.

Sajat adataink arra utalnak, hogy a GAPD—PGK enzimrendszer kom-
partmentalizaciéjaval osszefiiggésben a vorosvértest ATP pool is kompart-
mentalizalt: a membranhoz lokalizalt ATP metabolikusan jelentds mértékben
6nall6 szubkompartmentet jelent. Megfigyeltiik, hogy alacsony pH (6,8) mel-
lett 2P jelzett foszfatot tartalmazé médiumban inkubalt sejtekben az ATP
tartalom csokken, de az ATP fajlagos aktivitas emelkedik; miutidn az ATP-be
torténé radioaktiv foszfat inkorporacié kisebb mértékii csokkenést mutat,
mint az ATP szint (LaTzKovits 1971). Ez az eredmény arra utal, hogy a
,,forr6” membran ATP pool nem valtozik olyan mértékben, mint a citoszol
,»hideg”” ATP pool-ja.

M MATP/ ml vvi.

15 30 45 60 30 120 150 Perc

2. gbra. Az ATP koncentracié viltozasa vorosvértestben (uM ATP/ml vérosvértest).
—— X ——: kontroll (Krebs— Ringer médium, 100 mg 9%, glukéz, pH 7,4)

—— A ——: médium pH 6,8
——(0O——: glukéz mentes médium
—— @ ——:10 mM NaF a médiumban
--0O-- :9 mM arzenat
--X-- :1 mM mono-jéd-acetat

Az értékek legalabb 5 kisérlet atlagértékei. A standard hiba kisebb mint 69,.
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3. dbra. Az ATP 6sszaktivitas valtozdasa (ATP cpm/ml vorosvértest).

— — X ——: kontroll (Krebs— Ringer médium, 100 mg 9%, glukéz, pH 7.,4)
— — A ——: médium pH 6,8
— —(0O——: glukéz mentes médium
——@——:10 mM NaF
--0O-- : 9 mM arzenit

--X-- : 1 mM mono-jéd-acetat
Az értékek legalabb 5 kisérlet atlagértékei. A standard hiba kisebb mint 6,5%,.

Hasonlé eredményt nyertiink djabb kisérleteinkben, ahol az intakt
vorosvértestekben az ATP jel6lddését és mennyiségének valtozasat kovettiik
glukéz megvonas esetén, illetve glikolitikus gatlék (fluorid 10 mM, arzenat
9 mM, monojédacetat 1 mM) jelenlétében. A 2., 3. és 4. abra mutatja az ATP
szint, osszaktivitds, illetve fajlagos aktivitas valtozasat a kontrollhoz képest
az emlitett kisérletekben 1 ml vorosvértestre vonatkoztatva. Lathatd, hogy
glukéz megvonas és fluorid alkalmazasa kisebb mértékben csokkenti az ATP
osszaktivitast mint az ATP szintet — ami az ATP fajlagos aktivitas emelke-
dését eredményezi a kontrollhoz képest. Nem észlelhets az ATP fajlagos ak-
tivitas emelkedése (az ATP szint és a radioaktiv inkorporacié parhuzamos csok-
kenést mutat) a GAPD specifikus inhibitorainak, az arzenat, illetve monojéd-
acetat alkalmazisa esetén.
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cpm/uM ATP

601 x 104

15 30 45 60 90 120 150 Perc
4. dbra. Az ATP fajlagos aktivitas valtozasa (ATP cpm/um ATP).

—— X ——: kontroll (Krebs— Ringer médium, 100 mg 9, glukéz, pH 7,4)
—— A ——: médium pH 6,8
——(O— —: glukéz mentes médium
—— @ ——:10 mM NaF
--O-- : 9 mM arzenat
==X=-=- : 1 mM mono-jéd-acetat

Az értékek legalabb 5 kisérlet atlagértékei. A standard hiba kisebb mint 59,.

A membranhoz lokalizalt ATP szubkompartment kiilonleges fiziologiai
szerepet jatszhat a vordsvértest alakfenntarté mechanizmusban (Szisz Tuma
1970).

A fentiek alapjan az a fontos kérdés meriil fel, hogy a vordsvértestbe
passziv transzport utjan penetrals foszfat milyen mennyisége épiil be ATP-be
a membran bels6 kornyezetében, illetve milyen mennyiségben jut a citoszélba,
mint anorganikus foszfat, anélkiil, hogy el6zetesen ATP-be konvertalédna.

A kérdés vizsgalatara elvégeztiik intakt vorosvértestek in vitro foszfat-
felvételének izotép kinetikai modell analizisét (LArzkoviTs és mtsai 1971,
1972). Az izotép kinetikai leirdsméd — mint minden formalkinetikai eljaras —
sziikségessé teszi a vizsgalt rendszer és folyamat jelentés egyszeriisitését, se-
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matizalasat (Latzeovits 1971). Igy a foszfat inkorporaciéban szerepet jatszé
foszfat poolokat négy kompartmenttel reprezentaltuk, melyek a kivetkezdk:

A: extracellularis anorganikus foszfat pool

B: intracellularis anorganikus foszfat pool

C: az intracellularis ,.savlabil” foszfat pool (1 N savas kizegben 100 C°-
on 10 perc alatt hidrolizalhaté foszfat)

D: intracellularis ,.savrezisztens”’ foszfat.

C jol reprezentalja az ATP, D a 2,3-DPG poolt.

Ugyancsak a folyamat elkeriilhetetlen formalizalasa teszi sziikségessé,
hogy a membran belsé kornyezetében lejatszodé P, ATP konverziét ugy irjuk
le, mint az extracellularis anorganikus foszfat és az ATP kozotti kozvetlen
kicserélsdést. Az ATP-nek ugyanis — miutéan fajlagos aktivitasa magasabb,
mint az intracellularis foszfaté — egyetlen lehetséges formalis prekurzora az
extracellularis foszfat. Ezzel az eljarassal semmiképpen sem kovetiink el jelen-
t6s hibat, ugyanis az anorganikus foszfat fajlagos aktivitasa a membranban,
illetve annak kozvetlen belsé kornyezetében nem lehet lényegesen kisebb,
mint a médiumban, éppen a transzport passziv jellege miatt. A P = ATP
konverzié a kinetikai leirasban tehat mint 4 = C kicseréldés jelentkezik.
Ezen leirds médnak megfelel6en a foszfat penetraciéja a citoszélba, melyet
nem el6z meg az ATP-be torténd konverzié, mint 4 = B kicserélgdés szerepel.

Elvégeztiikk mindenekel6tt olyan kisérletek elemzését, ahol az extra- és
intracellularis anorganikus foszfat poolok nincsenek egyensilyban: el6bbi
csokken, utébbi né a kisérlet soran a koncentracié gradiensnek megfelelGen,
a Donnan-egyensily bealltaig (LATzKovITs és mtsai 1971, 1972). Az 5. abra
mutatja azt az izotép kinetikai modellt, mely a kisérleti adatokkal kizaréla-
gosan kompatibilis. A modell felting tulajdonsiga, hogy az 4 = B kicseré-
16dés helyett ,.egyiranydi’ 4 — B foszfat felvételt jelez. (Ez azt jelenti, hogy
az a modell, melyben feltételeztiik az 4 = B kicserélédést, a kisérleti adatok-
kal ellentmondésosnak bizonyult.) A modell ezen tulajdonsagat csak gy lehet
értelmezni, hogy a vizsgalt nem egyensiilyi feltételek mellett a foszfat efflux
elhanyagolhatéan kicsi az influxhoz képest.

Ezt az értelmezést igazoljak djabb kisérleteink, melyek sordn a Donnan-
egyensily beéllasa utan vizsgaltuk intakt vorosvértestek foszfat felvételét.
Kisérleteinket két eltérd anorganikus foszfat koncentracié mellett végestiik.
Az 1. tablazat mutatja mindkét foszfat koncentracié mellett az egyes kom-
partmentek foszfat mennyiségét. A 6. és 7. abra mutatja a fajlagos aktivitas
értékeket.

Az anorganikus foszfit értékek megfelelnek a Donnan-egyensilynak,
a savlabil és savrezisztens foszfat mennyisége a két kisérletben egyezik
(1. tablazat). A foszfat koncentracié értékek idében hibahataron beliil allan-
dénak bizonyultak.

MTA Biol. Osst. Kéal. 19. (1976)
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I. tablazat

A foszfat koncentraciéja a kiilonb6z6 kompartmentekben egyensiilyi kisérletek esetén. (ug P/ml
médium, ill. vorosvértest)

I IL

*A4: 1942 31943

B: 8+1,5 136+2

C: 95+5 98-+4

D 305+9 300+11
L ,,Alacsony médium foszfit koncentracié mellett végzett ecryensulyl kisérlet.
IL.: ,,Magas” médium foszfat koncentracié mellett — eldinkubalds utin — végzett

egyensulyi kisérlet.

A: médium anorganikus foszfat
B: intracelluldris anorganikus foszfat
C: savlabil foszfat
D: savrezisztens foszfat

Valamennyi érték legalabb 10 kisérlet atlaga a standard hibaval.

Mindkét anorganikus foszfat koncentracié mellett végzett kisérleteink
elemzése azonos modell kompatibilitasat igazolta. Ezt a modellt mutatja a
8. abra.

Lathato, hogy a modell szerkezete azonos az 5. 4bran demonstralt mo-
dellel. Az egyensilyi kisérletek adatainak feldolgozasaval nyert modell azon-
ban tartalmazza az 4 2 B kicserélodést (8. abra) — az egyirinyi 4 — B
felvétel helyett (5. abra).

5. dbra. A nem egyensilyi kisérletek analizisével nyert izotép kinetikai modell.

Extracelluléris foszfit kompartment

Intracelluldris anorganikus foszfit kompartment

Savlabil foszfat kompartment

Savrezisztens foszfit kompartment

WAC’ Wpge, Wpp: az indexek éltal jelzett kompartmentek kozotti foszfat kicserélédés sebessége.
(ug P/perc/ml vorésvértest)

SoE>

A szaggatott nyil a foszfat koncentréicié valtozasat eredményezé foszfat felvételt jelzi.
Sebessége: — dA/dt = dB/dt

Erdemes ezek utan osszehasonlitani az 4 =2 B é A4 =2 C kicserélédés,
illetve a nem egyensilyi kisérletekben az 4 — B influx ttjan transzportalt
foszfat mennyiségét (2. tablazat). A szadmszer( értékeket a W5, W4, illetve
dA + vagy % sebességértékek integralja adja a kisérlet id6tartamara — a se-
bessegertekeket az izotép kinetikai feldolgozas soran nyerjiik (LATZKOVITS és
mtsai 1971, 1972).
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6. dbra. A foszfit kompartmentek fajlagos aktivitdsdnak valtozdsa alacsony médium foszfat
koncentracié (0,6 mM) és Donnan-egyensily esetén.

——@——: S, a médium anorganikus foszfit fajlagos aktivitisa
——X——: S¢, a savlabil foszfat pool fajlagos aktivitdsa

— —(Q——: Spg, az intracelluldris anorganikus foszfat pool fajlagos aktivitdsa
—— A ——: Sp, a savrezisztens foszfit pool fajlagos aktivitdsa

Az egyes értékek 10 kisérlet atlagértékeit jelentik. Standard hiba kisebb mint 5%,.

II. tablazat

Egyensilyi, ill. nem egyensilyi kisérletek sordn az A=B és A=C kicserélédés, ill. az A—~B
fluxus 4ltal eredményezett foszfat felvétel értékei. (ug P/150 perc/ml vorosvértest)

150
Y I _g‘:_ 150.Wap 150.Wac
0
Donnan-egyensily, médium
foszfat koncentracié: 0,6 mM 0,00 1,65 19,50
Donnan-egyensily, médium
foszfat koncentricié: 10 mM 0,00 4,65 182,00
Nem egyensilyi kisérlet: a
médium foszfit koncentracié
11 mM-tél csokken 10 mM-ig 126,60 0,00 182,00
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7. dabra. A foszfat kompartmentek fajlagos aktivitdsdnak véiltozdsa magas médium foszfat-
koncentracié (10 mM) és Donnan-egyensaly esetén.

—— @ ——: S,, a médium foszfat fajlagos aktivitasa

— — X ——: Sg, a savlabil foszfat pool fajlagos aktivitisa

— —(O——: Sp, az intracellularis anorganikus foszfat pool fajlagos aktivitasa
—— A——: Sp, a savrezisztens foszfat pool fajlagos aktivitasa

Az egyes értékek 10 kisérlet atlagértékeit jelentik. A standard hiba kisebb mint 59%,.

A 2. tablazat adatai vilagosan mutatjak, hogy még a nem egyensiilyi
kisérletekben is az 4 = C utjan felvett foszfat mennyisége jelentés az 4 —~ B
fluxushoz képest. Az egyensilyi kisérletekben az 4 = C esere sokszorosan
tobb foszfat felvételt reprezental, mint az 4 = B lépés.

Megéllapithaté tehat, hogy a passziv titon penetralédé foszfat jelentds
része a membran kérnyezetében ATP-be épiil. Az extra- és intracellularis fosz-
fat koncentracié aranyatél fiigg, hogy a foszfat milyen mennyisége penetrals-
dik a sejt citoszol kompartmentjébe anélkiil, hogy el6zetesen ATP-be inkor-
poralédna. A Donnan-egyensiily viszonyai kézétt ez a mennyiség igen ala-
csony, osszehasonlitva az ATP-be torténé konverziéval. Amennyiben az extra-
cellularis foszfat koncentracio magas az intracellularishoz képest, megné a
membranbél anorganikus foszfatként a citoszélba belépé foszfat mennyisége.
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8. dbra. A Donnan-egyensily feltételei mellett végzett kisérletek analizisével nyert izotép
kinetikai modell.

A: Extracellularis foszfat kompartment

B: Intracellularis anorganikus foszfat kompartment

C: Savlabil foszfat kompartment

D: Savrezisztens foszfat kompartment

W ag, Wac. Wpe és Wpp: az indexek altal jelzett kompartmentek kozotti foszfatkicserélodés
sebessége (ug P/perc/ml vorosvértest).

Tovabbi vizsgalatokat igényel annak tisztazasa, hogy a passziv foszfat
transzport és az ATP szintézis kapcsolatat, melyet az enzim kompartmenta-

lizacié6 determinal, milyen tényez6k regulaljak. A 2. tablazat adatai az
extracellularis foszfatkoncentracié kiilonbsége az egyensilyi kisérletekben
befolyéasolja az A = C csere ttjan inkorporalt foszfat mennyiségét arra

utalnak, hogy a membranhoz lokalizalt ATP szintézis fiigg a membran foszfat-
koncentraciéjatol.

Ugyancsak tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak tisztazasahoz, hogy
a vorosvértest foszfat poolok sejten beliili kompartmentalizaciéja (TiL és
mtsai 1973) hogyan befolyasolhatja a foszfat transzportot.
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