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Régota ismert az a jelenség, hogy a vazizmok, vagy a beldlik izolalt
rostok indirekt (idegek kozvetitésével) vagy direkt alkalmazott elektromos
ingerek hatasara osszehtizédnak. Ismeretes tovabba, hogy a fazisosan, teta-
nikusan mik6dd izmok esetében az izom o6sszehtzédasat a szarkolemman
tovaterjedd elektromos potencialvaltozas, az izom akciéspotencialja vezeti be.
A tovaterjedé akciéspotencial azonban csak mintegy beinditdja, ill. 6sszegezdje
azon, a rostokban végbemend torténéseknek, részfolyamatoknak, melyek
végsd fokon az egyes rostoknak s maguknak az izmoknak 6sszehizédasahoz
vezetnek.

Az egyes 80—100 p atmérdjii izomrostokban nagyszami, kb.1 y atméréji
rostocska, miofibrillum talalhaté — a miofibrillumban lokalizalédnak a kont-
raktilis, 50—150 A atmérgji aktin, ill. miozin filamentumok (6, 7, 30 —32,
39—42) —, melyek szinkronizalt dsszehizodasa csak az in. bels ingervezetd
rendszer segitségével valésulhat meg (13— 15, 4345, 75). E belsd ingervezetd
rendszer képezi tehat azt a transzmissziés szijat, mely a rostmembranrél
elvezethetd elektromos jelet és a kontraktilis rendszert kézvetleniil aktivalé
mechanizmust 6sszekapesolja. Mivel a kontraktilis rendszer aktivalodasanak
az alapjat az intracellularis szabad Ca ion koncentracié 10 ¢ M {61é emelkedése
képezi (10, 12, 77, 99--104), dgy is mondhatjuk, hogy az elektromos jel a
bels6 ingervezetd rendszer kozremiikodésével valositja meg az intracellularis
Ca’*-koncentracié jelent8s fokozédasat. Ugyanezen rendszer miikodése bizto-
sitja tovabba a kontrakeciés ciklus masodik fazisat, az ionizalt Ca koncentra-
cidjanak 107 M ala térténd csokkenését, kovetkezésképpen az izom elernye-
dését, ill. relaxacigjat is.

Belso ingervezetdo rendszer

A belsd ingervezet§ rendszer kettds csOrendszer (3, 5, 22, 24, 2628,
82, 96—98), melynek egyik komponense a transzverz vagy harantelem-rend-
szer (T-rendszer), a masik, a hosszanti vagy longitudinalis elemrendszer (L-
rendszer) (1. abra). Az utébbinak fontos komponense a terminilis ciszterna.
A hosszanti elemrendszer a terminalis ciszternaval egyiitt tekinthetd a tulajdon-
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144 KOVER ANDRAS és SZABOLCS MARTON

képpeni szarkoplazmatikus retikulumnak. A harantelem-rendszer legegysze-
riibben gy képzelhet§ el, mint a haziasszonyok altal régebben elGszeretettel
hasznalt liszt-szita, melynek racsozatat jelen esetben egymassal koézlekedd
kb. 100150 A atmérGji csdvek rendszere alkotja. A tartékeret mentén el-
helyezked§ kis racselemek a tartokeret kiilsg felszinére rogzitettek, a harant-
elem-rendszer esetében a csévecskék az izomrostok felszinére szabadon nyilnak.
Az utébbi okokbél e rendszer gy is elképzelhet§, mint a felszini membran

mll miofibrillum

harant elemek (T-rendszer)

terminalis
ciszterna (TC) | Szarkoplazmatikes
k

hosszanti eleme retikulum

(L rendszer)

”

|r|H \

1. dbra. A belsd ingervezeté rendszer és a szarkoplazmatikus retikulum vézlatos rajza.
PeAacHEY (78)

ujjszertien betiiremkedd, elagazdo, egymassal kommunikalé nydlvanyainak
rendszere (3, 22, 26—27). A cs6hal6 egyes lyukaiban mutathaték ki, ill. lokali-
zalédnak a miofibrillumok. A fentiek alapjan a T-rendszer belsd tere kozvetlen
kapesolathan van a rostok koézotti extracellularis térrel, s a csévecskékben levd
folyadék osszetétele is hasonlé az extracellularis folyadékéhoz. Harantesikolt
vazizmokban altaliban minden szarkoméranak (Z—7) megfelelen a Z-csikok
szintjén (26, 27, 78, 82), vagy az A—I-csik hataran (3, 24, 82, 84 86) kimutat-
haté egy ilyen harantelem-rendszer. Minthogy févonasokban a T-rendszer
membranjanak elektromos sajatsagai megegyeznek a felszini membranéval,
a rostfelszinen végighaladé ingeriilet, elektromos jel, raterjedhet e csdrend-
szerre is, s igy beterjedhet az izomrostok belseje felé. Azt, hogy e rendszernek
nagyon fontos szerepe van a jeltovabbitasban, szamos kisérletben igazoltak
(8, 14, 15, 19, 43 45, 79, 81, 87). Egyik fontos bizonyitéka ennek tovabba,

hogy 300 mM-os glicerines kezelést kovetSen a harantelem-rendszernek a fel-
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szini membrannal fiziolégidsan meglevé kapcsolata megszakad s ilyenkor
— bar maga a tovavezetdd§ elektromos jel az izomrostrél elvezethetd —,
a kapcsolat megszakadésa miatt a jeltovabbitas nem térténhet meg, s az izom
osszehtizédasa is elmarad (29).

Az intracellularis Ca?+-szint kozvetlen szabalyozasaban a donté szerepet
azonban nem e rendszer, hanem a hosszanti elemrendszer, a tulajdonképpein
szarkoplazmatikus retikulum (SR) télti be (7, 24, 2627, 78, 82—86). A hosz-
szanti elemek rendszere tigy rendezédik kiilén-kiilén, minden egyes miofib-
rillumot kériillvéve a két T-elem koézotti szakaszon, ill. az egyes szarkomérak-
nak megfelelen, hogy a T-rendszerrel érintkezd végiiknél az egyes hosszanti
elemek a miofibrillumot kériilolelé terminalis ciszterndba folynak ossze. E
hosszanti elemrendszerben tarolédik nyugalomban az izom aktivalédasa soran
gyorsan mobilizalodé Ca’*, s az elernyedés soran oda keriil vissza energiat
elhasznalé anyagcserefolyamat, aktiv Ca’?t-transzport révén (11, 21, 33, 47,
72, 80, 116). Az elmondottakbdél kiovetkezik, hogy a T-rendszer jeltovabbité
funkciéjan kiviil nagyon fontos szerepe van annak a mechanizmusnak, mely
a T-rendszer elektromos jelét a mintegy 100—200 A nagysagu résen keresztiil
(T—SR junkcié) a hosszanti elemek (L) rendszerére, azaz a tulajdonképpeni
szarkoplazmatikus retikulumra tovabbitja.

A szarkoplazmatikus retikulum és a kontraktilis rendszer kapcsolata

A tovabbiakban elsGsorban az intracellularis Ca?t+-koncentracié kozvet-
len szabalyozasaban dontd szerepet betoltd szarkoplazmatikus retikulum, ill.
biokémiai mdédszerekkel izolalt, fragmentalt szarkoplazmatikus retikulum
(FSR) sajatsagaival kivanunk foglalkozni, el6re megjegyezve, hogy mind az
izomrostok dtmérdGje, mind a rostmembran permeabilitasa, valamint a T-rend-
szer, ill. SR fejlettsége vagy szervezettsége specieszenként, sGt adott speciesz-
nél izomszovetenként is kiillonb6z8 lehet, azaz funkcidja és jelentsége is val-
tozhat (94). Az ismertetends adatok és elképzelések elsGsorban a tetanikus,
harantesikolt vazizombél izolalt FSR-re vonatkoznak.

Az SR és a kontraktilis rendszer funkcionalis kapcsolatat elsljaréban
Ashley és Ridgway aequorin technikéaval nyert adataival szeretnénk szemlél-
tetni (2. abra) (1, 2). Az ionizalt Ca-mal, annak koncentracigjaval nagyjabal
aranyos fluoreszcenciat adé aequorint (Aequorea aequorea — meduza festék-
anyaga) mikroinjekcié formajaban juttattak a rost belsejébe. Megfigyelhetd,
hogy az ingerjel (négyszogimpulzus) hatdsara a membranpotencial csokken,
s fluoreszcencia fokozédas jelenik meg. Amint az intracellularis Ca®+-koncent-
raci6 (fluoreszcencia intenzitasa jelzi) elér egy kiiszobértéket, a kontraktilis
rendszer aktivalédik. A Ca-ionok ugyanis a kontraktilis rendszer fehérjéihez
kot8dve (pl. a troponinhoz) aktivalé hatast fejtenek ki. A fluoreszcencia-
fokozodas azonban hamarabb sz{inik meg, mint az 6sszehtizé6déas. Ez arra utal,
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146 KOVER ANDRAS és SZABOLCS MARTON

hogy még a kontrakcié alatt lecsokken a szabad Ca’* koncentracigja — fel-
tehetGen a szarkoplazmatikus retikulum Ca?t akkumulalé képességének a
fokozédasa miatt. A kontrakcié megsziinése, azaz a relaxacié a kotott Ca®+
eltavolitasanak fiiggvénye. Ez nem jar az intracellularis ionizalt Ca-koncentra-
ci6 novekedésével. A 3. abran lathaté, hogy frekvens ingerléskor minden
egyes elektromos jelnek megfelelen észlelhetd fluoreszcencia fokozédas.
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2. dbra. Depolarizalé inger hatdsa izomroston. 1. membranpotencial valtozas, 2. fluoresz-
cencia (szabad Ca?"-koncentracié véltozdsa), 3. izometrids kontrakcié, 4.ingerimpulzus
ASHLEY és mtsai (1)

Az SR-izombél biokémiai médszerekkel torténd izolalasa alapvetSen és
véglegesen megvaltoztatja azt az Osszerendezettséget, mely az izom egyes
membranrendszerei, ill. a kontraktilis rendszer koézott in situ fennall. igy a
fragmentalt szarkoplazmatikus retikulummal j6 esetben is csak az SR egyes
funkcionalis sajatsagaira kévetkeztethetiink. Az izolalasi technika alkalmazasa
megvaltoztatja az SR kozvetlen kornyezetét jelentd kozeg, s6t a fragmentumok
belsé terének osszetételét is. Egyszertien belathaté, hogy a kb. 0,1 M-os KCI
oldatban izolalt vagy inkubalt FSR membranja nem rendelkezhet pl. azon
elektromos sajatsagokkal, amik jellemz8k az SR-re rostban.

In vivo az SR kézvetlen kiornyezetét biztosité intracellularis tér elssor-
ban K-ionokat s nem penetralé anionokat (pl. fehérje) tartalmaz, mig az SR-
ben nyugalomban dominansan Ca®t+ s valamilyen penetral6 anion van. Tekin-
tetbe véve az SR-membran viszonylag alacsony Ca?+ permeabilitasat (nyuga-
lomban kb. 10713 M ¢cm 2 sec™!), az el6bb emlitett egyenlétlen ionmegoszlas
kovetkeztében az SR-membran generalt elektromos potencialja feltehetGen
K+-potencial. E potencial jelentdsen hozzajarulhat a membran metastabil
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funkcionalis allapotanak biztositasdhoz, s egyben eléfeltétele lehet a Ca%+
mobilizacionak. KCl-os kiils6 kézegben az FSR-membran nem rendelkezhet
ilyen elektromos sajatsagokkal. E felvetéssel két fontos szempontra szeretnénk
a figyelmet rairanyitani. Az egyik az, hogy a biokémiai jellegii vizsgalatokban
is torekedni kell a fiziolgias viszonyok megkozelitésére (kiilonben a kisérleti
eredmények nem tiikrozhetik a valésagos osszefiiggéseket); a masik szempont,
hogy negativ eredményekhez juthatunk pusztan amiatt, hogy a kélesonhatasok
nem a membranokra in vivo jellemz§ metastabil allapotban vizsgaljuk.

3. dbra. Tetanizalé ingerlés hatédsa izomroston. Jelolések mint a 2. dbran. ASHLEY és mtsai (1)

Az SR két alapvetd funkciéja a Ca?*+ akkumulalasa (relaxacidkor) s az
akkumulalt Ca?+ mozgésitasa (kontrakciokor). A Ca’t akkumulaciéja, azaz
a Ca®t-nak membranon at végbemend aktiv transzportja (intracellularis tér-
bél az SR belsejébe) ATP elhasznalashoz s a Ca—Mg dependens ATPaz —
mit masképp djabban Ca-pumpa fehérjének is hivnak — miikédéséhez kotott
folyamat. A mobilizacié elvileg a Ca-pumpa megforditott miikédéseként is
értelmezhetd, de a kisérleti adatok sokkal inkabb arra utalnak, hogy az a
membranpermeabilitas fokozédasanak s a meglevg Ca’*-gradiens érvényre
jutasanak kovetkezménye. Igy a két tulajdonsagot, bar meglatjuk milyen
szoros a kapesolat kozottiik, vizsgalataink céljabol szétvalaszthatjuk. Az aktiv
Ca’*-transzport vagy Ca’t-transzlokacié, mint emlitettem ATP energiajanak
rovasara valosul meg. Mikor legnagyobb a hatasfoka e folyamatnak? Nyilvan-
valéan akkor, ha passziv elcsorgas (leakage) nincs, vagy minimalis a membra-
non keresztiil, vagyis az a Ca®*, mely ATP elhasznalashoz kototten befelé
transzlokalodik, bent is marad a kisérleti koriilmények kozott. Minél nagyobb
az SR-membran Ca’?+ permeabilitasa, s az SR-b8l a Ca?* elcsorgasa, annal
alacsonyabb a mérhetd felvett Ca®*/elhasznalt ATP hanyados. Szamos kisérlet
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arra utal, hogy az optimalis érték 2. Ez az érték tort részére is csokkenhet a
kisérleti koriilményektdl fiiggGen [pl. éter (25, 49), detergens (6, 9, 46, 60)
kezelés, foszfolipaz c-vel (68, 92), tripszinnel (47, 57, 58, 67, 75) végzett emész-
tés hatasa, membran-kotstt Ca?+ cltavolitasa (17, 59)]. A mért arany eltérhet
a kiilonbo6z6 tipusi izmok, ill. specieszek esetében is. Természetesen ez csak
a ,,pumpa’’ hatasfokara vonatkozik, nem magara a reakcié-mechanizmus rész-

jelenségére (2 Ca®>+ 1 ATP-ért).

Fragmentalt szarkoplazmatikus retikulum (FSR) eldallitisa

A FSR eléallitasanal a mitokondrium, kontraktiiis fehérje s mas membran
fragmentumokbdl ad6dé szennyezddés elkeriilésérdl, ill. a preparatumok azok-
tol valé megtisztitasarél kell gondoskodni. A nyers preparatum tisztitasara
(az aktomiozin ,,szennyez8dés” eltavolitasara) 0,6 M KCl-dal végzett extrak-
ciét (66, 67, 95), ill. density-gradiens centrifugélast alkalmaznak (9, 38, 90,
91, 115). A transzport ATPaz elallitasahoz (Ca?* felvételt kovets aktiv frag-
mentumok izolalasiara) mas lehetdséget nyujt az a korilmény, hogy oxalat,
ATP, Ca?+, Mg+ jelenlétében végzett Ca>+ felvétel soran az akkumulalt Ca
(Ca-oxalat csapadék) megvaltoztatja a fragmentumok iilepithetdségét (74).
A FSR fragmentumai a nehéz mikroszéma frakciét képezik (KCl-os kozegben
25 000 g-nél 90 perc alatt kiiilepithets). A FSR a transzport ATPaz miikdésé-
nek tanulmanyozasara kiilonosen alkalmas, mert egyidejiileg nemcsak az
ATPaz tulajdonsagai, hanem a kapesolt aktiv transzport is tanulmanyozhaté.

A Ca-dependens ATPaz reakcio mechanizmusa

EBasHu1 (18) valamint HasseLBACH és MAKINOSE (36) kozolték elGszor,
hogy a vazizombél elGallitott FSR jelent8s mennyiségii Ca’*-ot vesz fel ATP
és Mg jelenlétében. Késébb utébbiak (37) azt is kimutattak, hogy az FSR
1000—3000-szeres Ca?t-gradiens képzésére is képes. Megfigyelték tovabba,
hogy az FSR Ca?* felvételekor az ATP bontas jelentésen megng (extra ATP
hasitas), ATP-—ADP kicserélédés megy véghbe, s hogy e folyamatok kozott
szerves kapcsolat van (18, 34, 38, 52, 64). Ugyancsak e szerzdk, valamint
WEBER és mtsai (105), YAMADA és mtsai (108) mutattak ki azt is, hogy 1 M
ATP hidrolizise soran 2 M Ca?+ transzportalédik az SR-be a kiils¢ médiumbol.

A FSR Ca2+ felvétele jelentsen novelhetd 3—5 mM oxalat alkalmazasa-
val az inkubaciés elegyben (36—38, 64). Ilyenkor a Ca®+ felvétel mértéke ara-
nyos az Un. extra ATP hasitassal. Ha az akkumulacié befejezddik, az extra
ATP hasitas is megsziinik. 3 mM oxalat a kontroll FSR ATPaz aktivitasat
(alap-ATPaz) csokkenti, feltehetden a szennyezédésként jelenlevg Ca®+*-kon-
centracié csokkentése miatt (52). Az extra Ca’t hatasara az ATP hasités
mértéke jelentdsen fokozodik, majd a Ca>* felvétel befejezddésekor a gorbe
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lefutasa az oxalatos kontroll FSR aktivitasanak gorbéjével parhuzamossa
valik. Oxalatmentes kozegben e torés nem észlelhets. Ez a tény 6nmagaban arra
utal, hogy az ATP jelentds hidrolizisétdl, ill. a Ca%* transzportjatél fiiggetleniil
a kozeg Ca®>t-koncentracigja e kisérleti koriilmények kozott jelentGsen nem
valtozhat, a befelé transzportalt Ca?+ feltehetGen az SR-membran Ateresztése
miatt (leakage) a fragmentumokbdl kifolyik. A membran barrier szerepét, ill.
annak tokéletlenségét tamasztja ala az is, hogy 0,1 ul Triton/mg fehérje hata-
sara még oxalatos kozegben sem észlelhetd az ATPaz aktivitas goérbe meg-
torése (természetesen Ca®+-felvétel sem mérhetd). Az elmondottakbél két
gondolat kovetkezik: 1. a membran permeabilitas viszonyai nagymértékben
befolyasoljak a Ca?+-felvétel mértékét, ill. az ATPaz aktivitasi gorbe lefutasat.
Ez egyben azt is jelenti — ha az enzim nem karosodik —, hogy az SR-membran
barmilyen médon bekovetkez§ permeabilitas fokozodasa az extra ATP hasitas
és a mérhet§ Ca?*t-felvétel szétkapcesolédasahoz vezet (Ca2+/ATP« 2). 2. Fizio-
logias viszonyok kozott nem lehet egy oxalathoz hasonlé precipitalé agens a
Ca?* akkumulaci6 és az ATP hasitas sszhangjat biztosité szabalyozé tényezd,
mert ez gyakorlatilag a Ca?* gyors mozgositasat lehetetlenné tenné. (Feltehe-
tden in situ a membran nyugalmi potencialja az, ami biztositja mind a nyugalmi
permeabilitasi viszonyokat, mind a Ca?*-akkumulacié megfelel§ mértékét.)

Mar az 1960-as évek elején feltételezték, hogy a Ca®t felvételéért felelds
Ca?t dependens ATPaz reakcioban kozti termékként egy foszforilalt inter-
medier, foszforilalt enzim (E~P, a tovabbiakban EP) is részt vesz (34, 37, 38,
105). Ezt késébb ismételten megerssitették (50, 52, 61, 70, 92, 108, 112, 114).
A transzport mechanizmus alapvetd részfolyamata az EP-képz8dés, mely a
specifikus Ca?*-receptor képességét s a Ca’* transzlokaciéjat biztositja, és az
EP lebomlasa, mely most mar az SR-en belill a Ca?+-nak a komplex-kotésébal
valé felszabadulasat, s ezt kovetGen a teljes folyamat allandé ismétlését és
ezzel egyiitt a Ca>* akkumulaciéjat teszi lehetdvé. Mar az eddigiek alapjan
belathato, hogy az oxalat az SR fragmentumok bels§ terébe juté Ca-ionokat
precipitalja s ilymédon mintegy egyeniranyitja az egész folyamatot. A limitalé
tényezd ez utobbi esetben csak az ionizilédé Ca mennyisége, azaz az EP le-
bomlasa lehet. Az elmondottakbél az is kovetkezik tovabba, hogy az SR Ca?+
felvétele, s az SR Ca-kotése nem sziikségszertien azonos fogalmak. Az utébbi
alatt ui. elsésorban a membranhoz kotott, éspedig EP kotéshe juté Ca mennyi-
ségét értjiik. A két folyamatra reakcickinetika szempontjabol sziikségképpen
mas paraméterek lehetnek jellemzdk.

Az utébbi években a gyors reakciok mérését lehetdvé tevs keverd beren-
dezés (3, 5) segitségével KANAZAWA és mtsai (54, 55), valamint mas szerzdk
az SR Ca-Mg dependens ATPaz reakcigjanak egyes lépéseit tisztaztak (91,
106, 107, 109, 110, 114). Ha az enzimreakci6 kezdeti fazisaban tanulmanyozzuk
az EP képzddését és a reakcio végén jelentkez6 anorganikus P felszabadulas
idébeli lefolyasat s olyan kisérleti feltételeket valasztunk (extrém alacsony
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ATP-koncentracié, 0,3 uM), melyek kozott az EP fajlagos atalakulasa (v/EP)
allandé — 4,3 sec™! — a mérés rovid periodusa alatt, akkor azt tapasztalhat-
juk, hogy az EP képz6dés késés nélkiil indul, kb. 1 sec-on beliil szaturaciés
szintet ér el. Ugyanekkor az anorganikus P felszabadulas mértéke (1P;) allan-
désul (4. abra). Ez azt jelenti, hogy az anorganikus P felszabadulasanak sebes-
sége a szaturacios szintnél éri el adott kérilmények kozott az optimumot.
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4. dbra. EP képzidés és Pi-felszabadulds az enzimreakcié kezdeti szakaszaban. O, A Pj;

®. /A EP mennyisége. CaCl, koncentracié: @, A, 0,47;: A, A, 0 mmol. Az iires kérokon keresztiil

hizott vonal az EP képzodés megfigyelt iddbeli valtozasabol (teli korokon athuzott vonal)
[szdmitott P; felszabadulds mértékét mutatja. KANAZAWA és mtsai (55)

E kisérletben a mért s az allandé fajlagos atalakulési sebesség feltételezése
mellett az EP-értékekbdl szamitott P;-értékek jol megegyeznek. Az EP-kon-
centracié kozvetleniil mérhetd, mivel e reakcié-termék triklérecetsav (TCA)
vagy perklérsav (PCA) hatasara a kicsapast kovetSen nem hidrolizalédik.

Kozepes ATP-koncentracioknal azonban a fajlagos atalakulasi sebesség
jelentdsen csékken (5. abra). Az EP kb. 10 sec-on beliil éri el a szaturaciés
szintet, az Pj-felszabadulds ugyanakkor lelassul, jelezvén, hogy a v/EP hanya-
dos megvaltozott, 4,3 sec'-r8l 0,51 sec1-re csokkent. E valtozasrél kozvetlen
mérések alapjan bebizonyosodott, hogy a jelenség az EP-lebomlas elsérendi
sebességi koefficiensének (ky) csokkenésével magyarazhaté. A nagyobb [EP]
tehat kedvezétleniil befolyasolja az EP lebomléasat, azaz a Ca®f-transzlokaciét
kévetben az SR bels6 terében bekévetkez8 Ca-ionizaciot. Mind az EP képzddés,
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27” s

mind a Ca?* transzlokaciéja Mg?+ fiiggést mutat, ami valészinisiti, hogy az
igazi enzimszubsztrat a Mg— ATP komplex. Az EP-képz8dés kezdeti sebességé-
nek Lineweaver—Burk abrazolasa az ATP-koncentracié fiiggésében, ill. kiilon-
b6z6 Ca’*-koncentraciék jelenlétében az ordinatat az orig6tél tavolabb metszd
egyenest ad, mely arra utal, hogy az EP enzimszubsztrat komplex kézbe-
jottével keletkezik (6. abra). Az EP-képzGdés Michaelis konstansa fiiggetlen
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5. dabra. v/EP atmenet a reakci6é kezdeti szakdban. >, a felszabadulé Pt mennyisége, >, EP
mennyisége; x, Pt felszabadulas sebességének és az [EP] mennyiségének hianyadosa (v/[EP])
KAnNAzAwA és mtsai (55).

a kozeg Ca’*-koncentraciojatol (K; = 4,6 uM), de a maximalis kezdeti sebes-
ség (Vi) értéke a Ca’*-koncentracié novelésével fokozédik, s 3,25 mol EP/10°
g SR fehérje x sec értéknél allandésul (7. abra). (A Ca’*-koncentraci6 EGTA
alkalmazasaval allithaté be.)

Ha a maximilis kezdeti sebesség értékek reciprokait a szabad Ca®+-
koncentraciok négyzeteinek reciprokaival szemben abrazoljuk, az origén at-
haladé egyeneseket kapunk. A Ca’t-koncentracikat a Ca-EGTA komplex

latszolagos disszociaciés konstansa alapjan szamitottak ki (8. abra). Az enzim-
Ca -

Ca-ion komplex disszociacios konstansat (Kc,) a Vf:'—fT— alapjan
4 Ca |2
I
kiszamitva az 0,93; 4,25 és 16,7 uM-nak adédott, 0,1; 0,5, ill. 2 uM K, gGra
értékeket feltételezve.

MTA Biol. Oszt. Kozl 18, (1975)



152

07
% = |75
) B
573
8+
4+
3 3k
L
o
2 4l
= %
;
2+ |
ol ol o

KOVER ANDRAS és SZABOLCS MARTON

1
[ATPT(uM™")

0

6. dbra. Az EP-képz6dés kezdeti sebességének Lineweaver — Burk dbrazolisa kiilonb6z6
Ca2* -koncentracioknal (EGTA-val beallitva). EGTA-koncentracidk: ©, 0,40; 0, 0,45; @, 0,51;
A, 0,545 x, 0,57 mM KANAZAWA. és mtsai (55)

V; (mol EP/10°g SR-sec) (©)

-
1

0,4

05
[EGTA] (mM)

0,6

7. dbra. Az EP-képz6dés maximalis kezdeti sebességének (Vi) és Michaelis konstansanak (Ky)
Ca2t-koncentraci6 (EGTA-val beallitva) fiiggése. Vi (0): K; (@) értékek az el6z8 abrabol

szamithaték. KANAZAWA és mtsai (55)
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Az enzim-szubsztrat-Ca?+ komplex kialakulasa megitélhets, ha az in-
kubaciés elegy AT®*P-t tartalmaz, s a kiilonb6z8 id8pontokban egyrészt
Millipor filteren végzett sziirést kovetéen a sziirlet P koncentraciéjat, mas-
részt parhuzamos mintdban az EP-képz&dés TCA-val torténd leallitasa utan
a képzddott E*?P koncentraciéjat meghatarozzuk. A sziirlet P tartalmanak
csokkenése s az E®P fokozédasa altalaban aranyos, de ha az E*P lebomlasat,
ill. az E®P képzddését lelassitjuk ADP-nek az inkubaciés elegyhez térténd
adasaval, akkor jelent8s kiilonbség mérhet6 a P mennyiségének sztirletben
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8. abra. Az EP-képzidés maximalis kezdeti sebességének ketts reciprok abrazoldsa a szabad
Ca®* -koncentraciok négyzeteinek fiiggvényében. ViCa — oo/Vi— 1, ahol ViCa - oo a vég-
telen Ca?* -koncentraciénial mért V¢, a 7. 4bra adataibél djra dbrazolva a szabad Ca?* -koncent-
rici6 (amit a Ca—EGTA latszélagos disszociaciés konstansa — 0,1 (@); 0,5 (0) vagy 2,0 (x)
uM — alapjan szamitottak) négyzeteinek reciprokaval szemben. KANAZAWA és mtsai (55)

felléps csokkenése s a keletkezd E*P mennyisége kozott. Ez arra vezethetd
vissza, hogy a szlirletbdl hianyzé **P egy része nem E**P, hanem enzimszubszt-
rat-Ca komplex formajaban van jelen az SR-ben s az ut6bbi TCA hatasara az
SR csapadékrol levialik, azaz veszteségként jelentkezik. Az enzim-szubsztrat
komplex koncentraciénak és az EP-koncentracionak a hanyadosa jelent8sen né
az alkalmazott ADP-koncentraciéo novelésére.

Amint arra mar utaltunk, alacsony ATP-koncentracional az EP-képzddés
késés nélkiil indul. Ha az EP-képzédést jelzett AT*?P-vel tanulméanyozzuk,
E3P keletkezik, de ha egy adott id6pontban a kozeghez jeloletlen ATP-t
adunk (az AT®P higitdsa céljabél), ezt kovetben gyakorlatilag azonnal leall
az E®P képz6dése és késés nélkiil indul az E*P lebomlasa. Ezen adatok arra
utalnak, hogy az enzim-szubsztrat komplex kialakulasa kozvetleniil megel&zi
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az EP képzddését a reakcié szekvenciaban, valamint, hogy az enzim-szubsztrat
komplex képz&dés megforditott reakciéja oly gyorsan megy végbe, hogy mond-
hatjuk kvazi equilibrium van a reagalé anyagok (enzim, Mg, ATP és a kiils6
kozeghen levg Ca) és a reakcié szekvenciaban éppen az EP el&tt levé komplex
kozott. Az magatol értet6ds, hogy a Ca?t eszcencidlis az EP képzddéséhez,

e MEMBRAN o
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ATP kation transzlokacio
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E.Mg ATP.Ca‘Z‘ EMg K"
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2Ca**
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Ca " pumpa

9. dbra. Ca-pumpa miikodésének vazlata.

mivel az EP-képzddés teljesen gatolhaté a kiils6 kozegben alkalmazott EGTA-
val.

A Ca’t transzlokaciéjaval, Ca’* felvétellel kisért ATPaz reakciosor egyes
lépéseit tinteti fel a 9. abra.

Lathatjuk, hogy az EP-képzddésnek elengedhetetlen elGfeltétele az enzim-
szubsztrat CaZ ' komplex kialakulasa. A szubsztrat jelen esetben a Mg?+-
ATP. Mg-ionok jelenléte nélkiil éppen tigy keletkezhet Ca; -ATP enzim komp-
lex, mint Ca%+ tavollétében Mg?+-ATP-enzim komplex, de az EP képzédéséhez
mjnden esetben Mg?+-ATP-enzim-Ca; komplex kialakulasa sziikséges. A
Mg?+, ill. a Ca®?*+ kotédése random szekvenciaban térténhet. Az a tény, hogy
linearitas jellemz§ az EP-képz&dés maximalis kezdeti sebessége (Vi) recip-
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rokainak s a kiilsé kozeg szabad Ca®*-koncentracié négyzetei reciprokainak
osszefiiggésére, arra enged kovetkeztetni, hogy a komplex kialakulasa soran
2 Ca’*-ion kotddik egy enzim-szubsztrat molekulahoz. Ez egybevag azzal a
megfigyeléssel, hogy 2 : 1 stohiometriai ardny van a transzportalt Ca’>t és a
hidrolizalt ATP koézott. Az EP képzGdése soran ADP jelenik meg a kiilsé ko-
zegben. E folyamat megfordithaté, és EP-b3l és ADP-b4l ATP keletkezhet.
Az ATP képzbdéséhez nincs szitkség Mg?t jelenlétére, bar az, amint lattuk,
esszencialis az EP képz6désénél. Ezek alapjan az tételezhetd fel, hogy az EP
képzbdése az enzim-Mg?>+ — ATPCa?+ komplexbdl kétlépéses reakciéban megy
végbe. Az elsG lépésben a Mg?+ a komplexbdl felszabadul, s igy enzim-ATP-
Ca’?* komplex keletkezik, s a masodik 1épésben térténik meg az ut6bbi komplex
most mar Mg?+ fiiggetlen atalakulasa EP-vé ADP egyidejii felszabadulasa mel-
lett. Az EP képzddése soran a membranban iontranszlokaciés folyamat lép
fel, vagyis a kiils§ kozegbdl felvett Ca®>+ az SR membran belsé felszinére keriil.
Az EP atalakulasa elvileg kétirdnyu lehet, vagy visszaalakithaté a kiilsg kozeg
osszetételének megvaltoztatasaval (kiilsg kozeg Ca-ionjainak eltavolitasa utjan
EGTA-val, ADP alkalmazasaval) ATP-vé, vagy a transzlokaciés folyamat
befejezd 1épéseként az EP-Ca hidrolizal, s enzim, Ca>*, P; keletkezik. Az el§z6
eset megvalésulasiahoz Mg?*-ra vagy kiilsé Ca?+t jelenlétére nincs sziikség.
Sziikség van azonban a bels§ tér Ca?+ koncentraciéjara. Ha ugyanis az SR-
membran Ca?t permeabilitasit noveljilk a membrankststt Ca eltavolitasa
révén (17, 59) vagy Triton X-100 kezeléssel (112), a kiilsé kozegben alkalma-
zott EGTA a bels§ tér Ca’>*-koncentracigjat is lecsokkenti, s ilyenkor az ATP
képzbdésének lehetdsége EP-b3l + ADP-b8l megsziinik. Fokozott Ca’+
permeabilitas mellett tehat a reakcié tdtja még in vitro kisérleti feltételek
kozott is csak a masik 1t, vagyis az EP lebomlasa lehet enzimmé és P;-vé.
E folyamat nem fiigg a belsé vagy kiilsé Ca?* jelenlététdl s a kiilsé Mg>+ kon-
centraciotol, de nagymértékben fiigg a belsd tér Mg?+ koncentraciéjatol. Az
EP lebomlasat 1 M Mg?+ 1 M EP-hez kot6dése aktivalja (50, 70). Tekintetbe
kell venni azt a tényt, hogy az SR fiziolégias koriilmények kozott permeabilis
a nem fehérje természetli anionokra. Ez azt jelenti, hogy a reakciétermékként
felszabadul6 anorg. P a kiils§ kézeghe, méas anionok a kiilsé kozeghél a belsé
térbe penetralhatnak, s biztosithatjak az elektroneutralitast. Az EP hidrolizise
soran szabadda valé enzim a belsd térb6l Mg-iont s K-ionokat két meg, és mi-
kozben eredeti konformaciés allapotaba jut, az ionokat a belsé térbél a kiilsd
térbe juttatja. Ezt kévetSen a transzlokaciés folyamat kezdSdhet elslrdl.
Ily médon a FSR ATP elhasznaldsa mellett Ca®>*-koncentracié gradienst gene-
ralhat. Amennyiben a belsd térben a szabad Ca®*-koncentraciéot 0,1 mM alatt
tartjuk, pl. oly médon, hogy a kiilsé kozeghez 35 mM oxalatot adunk, s az
oxalat penetrialva az SR membranon az ott akkumulalédé Ca-ionok nagy
részét komplexbe viszi, a Ca®>t-felvétel perceken at valtozatlan sebességgel
megy végbe és annak mértéke aranyos a Ca’t-koncentraciéval. Az akkumulacié
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mértéke 5—6 uM/mg FSR/perc értéket is elérhet (71). Az oxalathoz hasonlé
hatast fejtenek ki a foszfat, pirofoszfat stb. anionok. Az oxalat és mas penetral6
komplex képzdk emlitett hatasa is azonban csak az SR-membran viszonylag
alacsony Ca®t permeabilitasa mellett érvényesiilhet. Ha a membran Ca®+
permeabilitasat pl. detergensekkel vagy a membrankotott Ca eltavolitasaval
noveljiik, az ATPaz Ca dependens aktivitasa, vagyis az tn. extra ATP hasitas
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10. abra. A Ca-pumpa megforditott miikodésének vazlata

fokozédik, a Ca’t transzport mechanizmus aktivalédik, de a mérhet§ Ca®*-
felvétel (uM Ca/mg FSR) értéke akar 0-ra csokkenhet, minthogy a transz-
lokacié soran felvett Ca?+t azonnal kifolyhat a permeabilissa valt membranon.
Igy Ca%+ gradiens sem generalédhat.

Az utébbi években az is bizonyitast nyert, hogy nemecsak az ATP — EP
+ ADP reakciolépés reverzibilis, hanem a transzportmechanizmus utolsé
lépése is, azaz a Ca?*t gradiens altal reprezentalt kémiai potencial rovasara a
kiilsé kozeghen levé ADP-bél s anorg. P-bgl EP komplex kialakulasan keresz-
till ATP szintetizalodhat. Magat a folyamatot a 10. abran foglaltuk &ssze.
Annak az elkeriilésére, hogy a keletkezG ATP a reakciét limitalja, az inkubacios
kozegben glukézt és hexokinazt alkalmazhatunk, s igy, **P-vel jelzett anorg.
foszfatot hasznalva, a keletkezd ATP mennyiségére a gluk6z-6-32P mérése
alapjan kovetkeztethetiink. A kisérletek eredményei igazoltik, hogy a FSR
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Ca ,,pumpa’ aktivitasa teljesen megfordithatd, azaz ozmotikus kémiai energia
atalakuldsa soran a Ca®* gradiens energiajanak rovasara anorg. P-bél és ADP-
b6l ATP szintetizalodik (4, 16, 28, 62, 63, 65, 106, 111). A kifelé transzportalt
Ca’* és szintetizalodé ATP aranya 2, tehat ugyanaz, mint a transzportmecha-
nizmus fiziolégias miikédése soran. A Ca ,,pumpa’ forditott miksdésének els-
feltétele az SR-membran viszonylagos Ca’?* impermeabilitasa, ui. ha a membran
Ca’* permeabilitasat fokozzuk pl. detergens vagy Ca-ionoforok (88, 89) al-
kalmazasaval a Ca?t+ gradiens gyorsan lecsokken ATP képz8dése nélkil. Ez
azt jelenti, hogy a Ca%+ gradiens csak karrier — enzim mikodésén keresztiil,
azaz EP-képzddéssel egybekotve képes ATP-szintézist megvalésitani.

A szarkoplazmatikus retikulum funkciéjanak megismerése szempontja-
bél fontos annak a kérdésnek a tisztazasa, hogy az SR altal felvett Ca szabad
Ca-ionként halmozédik fel az SR belsé terében, vagy jelentds része egyszertien
csak az SR-membranhoz kotédik (48, 51, 100). Ez a probléma szorosan kap-
csolodik ahhoz a kérdéshez, hogy az izom aktivalédasa soran az intracellularis
Ca’*-koncentraciéo gyors fokozédasa elsGsorban az ATP jelenlétében kotott
Ca’* deszorpcigjanak, vagy a Ca’* gradiens mentén, és a membran permeabili-
tas fokozodasa miatt fellépé mobilizaciénak kovetkezménye-e. Ca-ionoférok,
pl. x-537A hasznalata lehet6vé tették a felvetett kérdés megvalaszolasat (23,
88, 89). Kimutattak, hogy az el6zetesen ATP jelenlétében akkumulélt Ca+
gyors felszabadulasa kévetkezik be Ca-ionofér hatasara. A Ca®t mozgésitasa
nem a transzport ATPAaz esetleges gatlasa miatt 1ép fel, sdt ilyenkor a transz-
port ATPaz aktivitasa jelentdsen fokozédik, jeléiil annak, hogy az ionoférok
segitségével folyamatosan a kiils6 kézegbe juté Ca?t a transzport ATPaz
aktivitasat tartésan emelt szinten tartja. A gyors mobilizacié az iongradiens
létezése mellett sz6l. Ugyanezt tandsitja SCARPA és mtsainak (89) azon kisér-
leti eredménye is, mely a La®* hatasat demonstralja FSR ATPaz aktivitasara
és Ca%+t felvételére. 1 mM La®*+ nem valtott ki Ca2+ felszabadulast, azaz a Ca-
nak legalabbis nagy része nem volt hozzaférhetd a La®*-nal torténd lecserélés
szamara. Ez arra utal, hogy a Ca?* elsGsorban a belsd térben, s nem pedig az
SR felszini kétéhelyein tarolédik.

Ca-mobilizdaciéo kérdése

Ca?*-mobilizacié szempontjabol osszefoglalva az eddigiekben elmondot-
takat, megallapithatjuk, hogy

1. az SR membranon keresztiil Ca-Mg dependens ATPaz kozremiikodésé-

vel tébb nagysagrendid Ca?* koncentracié gradiens generalédhat;

2. a membranra jellemz6 a viszonylag alacsony permeabilitas;

3.a Ca%* permeabilitis novelése pl. detergensekkel, vagy a gradiens

mentén fokozott passziv transzport megvalésitasa révén ionoférokkal
(x-537TA), ATPaz egyideji fokozédasa ellenére a gradiens gyors csok-

kenéséhez vezet;
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4. a Ca’* nagy része nem felszini kétéhelyeken tarolédik, mert akkor La
ionnal felszabadithaté lenne;

5. az ionoférok vagy detergensek hatasara azonnal fellépd Ca?+ mobili-
zaci6 arra utal, hogy a Ca az SR-ben gyorsan mobilizalhaté, azaz ionos
formaban van jelen (vagy nagyon kénnyen disszocialhaté);

6. az aktiv transzport vagy passziv elcsorgas (leakage) soran az elektro-
neutralitas torvényének érvényesnek kell maradni;

7.a Ca®>t akkumuléacigja soran egyenldtlen ionmegoszlas alakul ki az
SR belsé tere, ill. az intracellularis tér kozott.

A Ca-pumpa megfordulasa — mire fiziologias kérilmények kozott nines
lehet8ség — nem eredményezhet az in vivo viszonyokra jellemz8 gyors Ca’+-
mobilizaciét. MaArRTONOSI (7) szdmitasa szerint mig a pumpa megfordulasa
maximalisan 5—6 uM/mg fehérje/perc Ca®+ felszabadulast tenne lehetdvé, in
vivo a Ca?* felszabaduléas sebessége kb. 3000 uM/mg fehérje/perc. Az ellent-
mondasok feloldasara csak egy lehet8ség kinalkozik, annak a feltételezése,
hogy az ingeriileti folyamat sordn az SR-membran Ca-permeabilitasa né meg
igen jelent8sen, a membran komponensek konformaciévaltozasanak kovetkez-
tében, s ez eredményezi a tébb nagysagrendti Ca®>*-gradiens mentén a Ca*
gyors mobilizacigjat.

Az egyenl6tlen ionmegoszlas, az SR-membran K+ s anionpermeabilitasa,
a viszonylag alacsony Ca-permeabilitas és az intracellularis tér magas, nem
penetralé aniontartalma (f6ként fehérje) alapjan jogosnak tiinik annak fel-
tételezése, hogy az SR-membrannak nyugalmi potencialja van, mely a felszin-
membranéhoz hasonléan K+ potencial. Mindkét membrannak az intracellu-
laris tér felé esd felszine elektro-negative viselkedik a masik felszinnel szemben.
Minthogy a Cl~ gradiens a kaliuméval ellentétes irany, és toltése is ellentétes,
a gradiens azonos polaritast biztosit. A C1~ permeabilitas miatt a C1~ gradiens,
ill. C1~ potencial a K+ potencial értékre all be. Az SR membranpotencialja
feltehet8en hozzajarul a membran metastabil allapotanak, ill. az egyes kom-
ponensek nyugalmi konformaciéjanak fenntartasahoz. Nyugalomban a viszony-
lagosan alacsony Ca-permeabilitas miatt a Ca-gradiens lényegesen nem médo-
sitja a membranpotencial értékét. Abban az esetben viszont,ha a Ca-permea-
bilitas fokozédik — az ingeriileti folyamat alatt —, ez a Ca’>t-potencial mani-
fesztalédasat, ill. akar a membranpotencial polaritasanak megfordulasat is
eredményezheti. A Ca®*-potencial nagysagat a Ca?+-gradiens gyors csokkenése
limitalhatja. A membranpotencial csékkenése — hipopolarizaciéja — konfor-
maciévaltozast, permeabilitasnévekedést, Ca’>+-mobilizaciét eredményez, ami
a potencial tovabbi csékkenését, a permeabilitas tovabbi novekedését stb.
okozza.

Hangsilyozni szeretném, hogy a permeabilitas-fokozédasra vezetd hi-
popolarizacié elvileg tébbféleképpen valésulhat meg: az SR-membran K+
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permeabilitasinak (konduktancia, gik) csékkenése, vagy atmenetileg az intra-
cellularis (T-SR junkciéban) klorid koncentracié fokozédas, ill. mindkettd
kovetkeztében.

Kasar és Myamoro (56) kisérleti eredményei pl. azt bizonyitjak, hogy
a kiilsé kézeg nem penetralé anionjainak (metilszulfat) lecserélése klorid ionok-
ra Ca®+-mobilizdciét eredményez. Ez nem zarja ki azonban annak lehetéségét,
— ismerve a T-rendszer Ca?*-janak ,,trigger” szerepére utalé adatokat (8),
hogy a fiziolégias korulmények kozott a T-rendszer intracellularis felszinérél
felszabadul6, vagy a membrinon az ingeriilet alatt a tubularis folyadékbél
a junkcionalis térbe jut6é Ca’?* a junkcionalis SR-membran felszinéhez kotédve
a K+ permeabilitis csokkentése révén valtja ki az SR-membran Ca2+-mobili-
zaciot lehet6vé tevs hipopolarizaciéjat, ill. Ca-permeabilitasanak fokozédasat.
E kérdés eldontése s a mechanizmus tisztazasa a jové feladata. A probléma meg-
kozelitését in vitro koriilmények kozdtt a rendelkezésre allé kiillonb6z6 méd-
szerek olyan koriilmények kozott valé alkalmazasa teheti lehet§vé, melyek
megkézelitik az in vivo viszonyokat.

Sajat kisérleti eredményeink amellett szélnak, hogy a reverzibilis permea-
bilitas valtozas lehet§ségét a membrankstott Ca és a membran komponensek
altal képzett komplex térszerkezet valtozasa, azaz a komponensek kolcson-
hatasanak mdédosulasa teremti meg.
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