
A SZARKOPLAZMATIKUS RETIKULUM 
MEMBRÁNJÁNAK STRUKTURÁLIS ÉS FUNKCIONÁLIS 

SAJÁTSÁGAI 

CSABAI A T T I L A , K Ö V É R A N D R Á S é s SZABOLCS MÁRTON 

Debrecen i O r v o s t u d o m á n y i E g y e t e m K ö z p o n t i K u t a t ó L a b o r a t ó r i u m a , D e b r e c e n 

Az előző köz lemény ( K Ö V É R és S Z A B O L C S 1 9 7 5 ) e l sősorban i roda lmi ada-
tok a lap ján részletesen foglalkozik a s za rkop lazma t ikus r e t iku lum (SR) 
funkc ió jáva l . E n n e k rövid , leegyszerűs í te t t lényege a köve tkező : az ingerü le t i 
fo lyamat a l a t t az SR-ből mobilizálódó Ca2 + ak t ivá l ja a kont rakt i l i s r e n d s z e r t , 
s ez vezet az izom összehúzódásához; e z t követően az SR Ca2 + a k k u m u l á -
ciója fo ly tán az int racel lulár is szabad Ca-ion koncen t rác ió ismét n y u g a l m i 
szintre csökken, s beköve tkez ik a re laxác ió . 

A sza rkop lazmat ikus r e t i ku lumnak az i zomfunkc ióban b e t ö l t ö t t , f en t 
vázol t szerepe á l t a l ánosságban viszonylag rövid idő a l a t t t i sz tázódo t t , mű-
ködésének molekulár is biológiai a lapja a z o n b a n még m a is kevésbé vi lágos, 
mint pl. a k o n t r a k c i ó b a n szerepet j á t s z ó miofibril láris fehérjéké. T ö b b e k 
közöt t keveset t u d u n k az SR m e m b r á n j á n a k permeabi l i tás i v iszonyairól , 
holot t a pe rmeab i l i t á s vá l tozásának ny i lvánva lóan fon to s szerepe v a n a kon t -
rakciós-relaxációs ciklus szabá lyozásában . 

I s m e r t e t e n d ő kísér le teink o b j e k t u m a az izom homogenizálása u t á n dif-
ferenciál cent r i fugálássa l előál l í tot t f r a g m e n t á l t szarkoplazmat ikus r e t i k u l u m 
(FSR) vol t . Kü lönböző t ényezők h a t á s á t vizsgáltuk az F S R Ca fe lvé te lé re , 
ATPáz ak t i v i t á s á r a és kolineszteráz a k t i v i t á s á r a . Vizsgála ta ink során össze-
függéseket ke r e s tünk a felsorolt funkc iók és az F S R - m e m b r á n moleku lá r i s 
s t r u k t ú r á j á n a k rendezet t sége között . 

Metodikai rész 

Az F S R - p r e p a r á t u m o t törpeharcsa f ehé r vázizmaiból a már k o r á b b a n 
leírt módszer (SZABOLCS et al, 1966) szer in t á l l í tot tuk elő. A 8000 g és 25 000 
g közöt t n y e r t f r akc ió t 0,6 M KCl-ban szuszpendá l tuk , m a j d 25 000 g -né l 1 
óráig cen t r i fugá l tuk a miofibril láris e r e d e t ű fehér jeszennyeződés e l t ávo l í t á sa 
vége t t . Mivel a t ö rpeha rc sa fehér izma gyakor la t i lag m i t o k o n d r i u m - m e n t e s , 
p r e p a r á t u m u n k kizárólag F S R vez iku láka t t a r t a l m a z o t t . Egyes e s e t e k b e n 
nyúl vázizmából á l l í to t tuk elő az F S R - t . 
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Az F S R Ca felvételének megha tá rozásához 4 5Ca-izotópot haszná l tunk . 
A kísérletek e g y részében Mill ipore szűrőt a lka lmaz tunk ( K Ö V É R és m t s a i , 
1974), más e s e t e k b e n cellulóz oszlop segítségével tö r tén t a Ca-felvétel v izsgá-
l a t a ( S Z A B O L C S és K Ö V É R 1966). Az F S R á l t a l felvet t Ca 2 + mobi l izác ió jának 
v izsgá la ta u g y a n c s a k cellulóz oszlopon t ö r t é n t . 

Az ATPáz ak t iv i t á s t inkubác iós e legyben mér tük . A felszabaduló anor -
g a n i k u s foszfát (P j ) mennyiségét T A U S S K Y és S H O R R (1953) sze r in t h a t á r o z t u k 
m e g . 

A kol ineszteráz ak t iv i t á s t H E S T R I N (1949) módszerével mér tük . 

Eredménye ink és megbeszélés 

Az SR funkc ió inak t a n u l m á n y o z á s á t célszerűnek l á t s z o t t úgy kezdeni , 
h o g y megvizsgá l tuk e funkciók kia lakulását az ontogenezis so r án . (Ezen kísér-
l e te inkben az F S R - t kü lönböző korú n y u l a k vázizmaiból ál l í tot tuk elő.) 
Az 1. ábrán l á t h a t j u k , hogy a posztnatá l i s é let kezdetén a kolineszteráz ak t iv i -
t á s és a Ca2 + t ávo l l é tében m é r t ATPáz a k t i v i t á s (ún. a lap ATPáz) magas , a 
Ca-felvétel a l ac sony . A posz tna tá l i s élet 6 —10. napjától a kolineszteráz és 
A T P á z ak t iv i tás csökken, a Ca-felvétel eme lked ik , míg végü l a felnőttre je l -
l e m z ő értékek m e g nem je l ennek (27. nap k ö r ü l ) . További kísér le te inkben az t 
t a l á l t u k , hogy az ex t r a ATP h a s í t á s (a Ca 2 + je lenlé tében és távol lé tében m é r t 
A T P á z akt iv i tás különbsége) is éppen a 6. n a p o n jelenik m e g , azaz p o n t o s a n 
a k k o r , amikor a Ca-felvétel emelkedése megkezdődik . 

E r e d m é n y e i n k e t úgy m a g y a r á z t u k ( S Z A B O L C S és m t s a i 1 9 6 7 ) , hogy az 
egyedfej lődés s o r á n a m e m b r á n molekuláris s t r u k t ú r á j á n a k rendezet tsége 

• • Ca felvétel 
r ~ ~ I ATPáz aktivitás 
t = l kolineszteráz aktivitás 

1. ábra. A n y ú l i z o m F S R ATPáz és kolineszteráz ak t i v i t á sának , v a l a m i n t Ca-felvételének 
v á l t o z á s a a posztnatá l is é le tben 
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fokozód ik , s ez t ü k r ö z ő d i k a fen t i f u n k c i o n á l i s v á l t o z á s o k b a n . E lképze lése in -
k e t a l á t á m a s z t j á k H O L L A N D és P E R R Y ( 1 9 6 9 ) , v a l a m i n t M A R T O N O S I és m t s a i 
(1972) a d a t a i is. Az S R a l a p v e t ő f u n k c i ó i r a (Ca fe lvé te l , ATPáz) v o n a t k o z ó 
e r e d m é n y e k é r te lmezése n e m szorul b ő v e b b m a g y a r á z a t r a , a ko l inesz te ráz ró l 
a z o n b a n m é g b e s z é l n ü n k ke l l , mivel j e l en t u d á s u n k s z e r i n t ezen e n z i m a k t i v i -
t á s n a k nincs sze repe az S R m ű k ö d é s é b e n . V é l e m é n y ü n k s z e r i n t a ko l inesz t e r áz 
m o l e k u l a a m e m b r á n e g y i k épí tőköve, s az e n z i m a k t i v i t á s a kevéssé j u t ér-
v é n y r e , h a a m e m b r á n r e n d e z e t t á l l a p o t b a n van . H a a z o n b a n a m e m b r á n 
r endeze t t s ége c sökken , a kol inesz teráz a k t i v i t á s a m i n d e n esetben f o k o z ó d i k 
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2. ábra. p -CMB h a t á s a a ha l F S R Ca felvételére é s A T P á z a k t i v i t á s á r a . A Ca-felvétel m é r é s e 
cellulóz osz lopon t ö r t é n t . H a az o s z l o p r a hővel d e n a t u r á l t F S R - t v i t t ü n k , az ezután p e r f u n d á l t 
i n k u b á l ó o l d a t 4 5 Ca t a r t a l m a t e l j e s egészében á t f o l y i k az oszlopon ( • • ) . (1,3 ml-es f r a k c i ó -
k a t g y ű j t ö t t ü n k . ) A n a t í v F S R a f e l v i t t 45Ca nagy r é s z é t felveszi, h a a f e l n e m ve t t Ca ( о O) 
m e n n y i s é g é t k i v o n j u k az o sz lop ra fe lv i t t összes Ca ( • • ) m e n n y i s é g b ő l , m e g k a p j u k a 
n a t í v F S R á l t a l f e l v e t t Ca m e n n y i s é g é t , x — x 0 , 1 m M p-CMB j e l e n l é t é b e n az F S R á l t a l 
fe l n e m v e t t Ca. • • az F S R Á T P á z a k t i v i t á s a Ca-felvétel a l a t t Д Д a z F S R 

Ca- fe lvé t e l a l a t t m é r t A T P á z a k t i v i t á s a 0 ,1 mM p-CMB je l en lé t ében 

m i n t ez t m a j d a t o v á b b i k ísér le te ink e r e d m é n y e i is m u t a t j á k . A m e m b r á n -
n a k ez a ko l inesz te ráz t í p u s ú épí tőköve t e r m é s z e t e s e n n e m t a l á lha tó m e g 
v a l a m e n n y i biológiai m e m b r á n b a n . 

T o v á b b i k í s é r l e t e i n k b e n is az F S R - m e m b r á n r endeze t t s ég i á l l a p o t á t 
k í v á n t u k be fo lyáso ln i k ü l ö n b ö z ő ágensekke l . Ezeke t a s z e r i n t c s o p o r t o s í t h a t -
j u k , hogy a m e m b r á n m e l y k o m p o n e n s é r e h a t n a k : így a k ö v e t k e z ő k b e n szó 
lesz f ehé r j é r e , l ip idre , ill. a m e m b r á n - k ö t ö t t Ca 2 + - r a h a t ó szerekről . 

Megv iz sgá l t uk k ü l ö n b ö z ő SH-gá t lók h a t á s á t a t ö r p e h a r c s a F S R Ca fel-
vé t e l é r e és A T P á z a k t i v i t á s á r a (SZABOLCS és mt sa i 1965, 1967). Az S H - g á t l ó k 
közü l a p a r a - k l ó r m e r k u r i b e n z o n á t (p-CMB) h a t á s á t m u t a t j u k be a 2. á b r á n . 
0,1 m M p-CMB gá to l j a m i n d az F S R Ca f e l v é t e l é t , mind a Ca je lenlé tében m é r t 
A T P á z a k t i v i t á s á t . 

MTA Biol. Oszl. Közi. 18, (1975) 
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0,1 mM p-CMB az F S R ál ta l e lőzetesen felvet t Ca2 + - o t is képes mobi l i -
zálni, miközben a Ca2+ j e len lé tében mér t A T P á z akt ivi tás csökken (3. á b r a ) . 

É rdekességkén t meg jegyzem, hogy a 9 . f rakcióban mobil izálódot t Ca2 + 

végkoncen t r ác ió j a 6 x l 0 ~ 5 M, ami in v ivo elegendő a k o n t r a k c i ó k i v á l t á s á -
hoz. 

b e n a p-CMB n e m vol t végig j e l e n , h a n e m azt c s a k a 45CaCl2 t a r t a l m ú inkubáló o l d a t p e r -
fúz ió ja u t án a l k a l m a z t u k 0,1 m M k o n c e n t r á c i ó b a n ( h a t á s a csak a 7. f r a k c i ó u tán j e l e n t k e z i k ) 

Az e n e r g i á t szolgáltató ATPáz b lokko lá sa tehát a Ca-felvétel g á t l á s á t 
okozza. Nem m a g y a r á z h a t ó azonban ugyanezze l a p-CMB-nek a Ca2 +-ot mobi l i -
záló hatása , h iszen a Ca-pumpa gátlása ö n m a g á b a n ehhez n e m elegendő (KÖVÉR 
és S Z A B O L C S 1975). Fel kell t e h á t tételezni, l iogy ebben az ese tben n e m c s a k az 
ATPáz, h a n e m egyéb membrán fehé r j ék S H csoport ja ival is reagál a p - C M B . 
E feltevés helyességét i roda lmi adatok is t á m o g a t j á k (összefoglalóan M A R T O -

N O S I 1971), ugyan i s az F S R - m e m b r á n b a n háromféle SH csopor tot t u d t a k el-
különíteni a NEM-mel való reakciójuk időá l landója a l a p j á n . 

Azt, h o g y a Ca2 + mobil izációját n e m az ATPáz g á t l á s a okozza, v i lágo-
san b i zony í t j ák a koffeinnel végzett k í sé r le te ink (4. ábra) . L á t h a t j u k , h o g y a 
koffein h a t á s á r a mobilizálódik a Ca2 + , m iközben a C a 2 + jelenlétében m é r t 
ATPáz a k t i v i t á s nemhogy csökkenne, h a n e m még fokozódik is. Ezt csakis az 
F S R - m e m b r á n permeabi l i t á sának fokozódásáva l m a g y a r á z h a t j u k . 

Ha az F S R - t t r ipszinnel emészt jük ( K Ö V É R és S Z A B O L C S 1 9 6 8 ) , az emész-
tési idő e lő reha lad táva l a Ca-felvétel c s ö k k e n , a kolineszteráz aktivi tás emel -
kedik, az A T P á z akt iv i tások (Ca2 + -mal és C a 2 + nélkül) sz in tén fokozódnak , az 
ext ra ATP has í t á s kezde tben emelkedik, m a j d a Ca-felvétel megszűnésével 
egy időben e l t űn ik (5. áb ra ) . 

MTA Biol. Oszt. Közi. 18, (1975) 
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4. ábra. Koffein ha t á sa a ha l F S R ál tal előzetesen felvet t Ca l e adásá ra és az A T P á z aktivi-
t á s á r a . A b r a m a g y a r á z a t u g y a n a z , mint a 3. áb ráná l , de i t t 0,1 m M p-CMB h e l y e t t 50 mM 

koffe int a l ka lmaz tunk 

0 2 4 6 8 10 perc 

5. ábra. Tripszin ha t á sa a ha l F S R funkc ioná l i s sa já tságai ra . Tr ipsz in : fehér je a r á n y = 
= 1 : 62. О О ATPáz a k t i v i t á s Ca-mentes közegben; x — x A T P á z ak t iv i tás 0,12 mM 

Ca-mal ; Д A kol ineszteráz ak t iv i t á s ; • • 15Ca-felvétel (oxa lá tmen tes közegben) 

MTA Biol. Oszl. Közi. 18, (1975) 
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Lényegileg hasonló v á l t o z á s o k a t észlel tünk, ha a m e m b r á n foszfolipid-
j e i t foszfolipáz-C-vel e m é s z t e t t ü k ( K Ö V É R és S Z A B O L C S 1968), v a g y detergens 
sekke l (dodecilszulfát , dezoxiko lá t , Tri ton X - 1 0 0 stb.) k e z e l t ü k (KÖVÉR é-
m t s a i 1969). E z e k b e n a k í sé r le tekben is a kol ineszteráz ak t iv i t á s következete-
sen inverz kapcso la tban állt a Ca-felvétel lel , azaz ha az F S R Ca-felvétele csök-
k e n t , a kol ineszteráz akt iv i tás n ő t t . 

Bár a m e m b r á n legfontosabb alkotórészeinek, a f e h é r j é n e k és a foszfo-
l ip idnek az enzimes emésztése, ill. a detergensekkel való kezelés következté-
b e n fellépő vá l tozásokból n é h á n y fontos köve tkez te t é s t l e h e t e t t levonni, az 
a z o n b a n nyi lvánvaló , hogy f iz io lógiás viszonyok közöt t nem ilyenféle beha tá -
sok okozzák a s za rkop lazma t ikus r e t iku lum pe rmeab i l i t á sának megvál tozását 
a kontrakciós- re laxációs ciklus a l a t t . A k o r á b b i a k b a n fe lsorol t membrán-
kons t i t uensek közü l a m e m b r á n h o z kö tö t t b iva lens k a t i o n o k n a k , elsősorban 
a Ca-nak leliet a membrán -pe rmeab i l i t á s szabá lyozásában szerepe , in vivo is. 

Valóban, az irodalomból i smere tes , hogy a m e m b r á n - k ö t ö t t Ca2 + fon tos 
s tabi l izáló szerepet tö l t be a k ü l ö n b ö z ő m e m b r á n o k esetében. Így pl. ha az 
exci tábi l is m e m b r á n o k b ó l C a 2 + - o t vonunk el (pl. az extracel lulár is tér Ca2 + 

koncen t r ác ió j ának csökkentésével) , akkor permeabi l i t ás - fokozódás és depolari-
záció következik be ( K O K E T S U és N Ö D A 1 9 6 2 , J E N D E N és R E G E R 1 9 6 3 ) . D U G -

G A N és M A R T O N O S I ( 1 9 7 0 ) nyú l F S R - r e l végze t t v izsgála ta ikkal m u t a t t á k ki 
a m e m b r á n - k ö t ö t t Ca 2 + szerepé t . Ezen i roda lmi ada tokból ki indulva meg-
v izsgá l tuk , hogy a hal FSR m e m b r á n j á b ó l mi lyen kö rü lmények között von-
h a t ó el Ca, s e n n e k milyen köve tkezménye i lesznek (KÖVÉR és mtsai közlés 
a l a t t , K Ö V É R és m t s a i 1 9 7 2 ) . 

A m e m b r á n - k ö t ö t t Ca 2 + és egyéb b iva lens ka t ionok szerepének vizsgá-
l a t a során EGT A előkezelést a l k a l m a z t u n k kü lönböző pH-é r t ékekné l (6. ábra) . 
E z e k n é l a kísér leteknél k ivé te lesen puffereze t len közegben szuszpendál tuk 
fel a ha l FSR- t , m a j d a m i n t á k h o z 0, ill. 1 mM végkoncen t rác ióban EGTA-ol-
d a t o t ad tunk , s az elegyek p H - j á t 50 mM-os K O H - o l d a t t a l 6,2, 7,1, ill. 8,0-as 
p H ér tékekre á l l í t o t t uk . 5 perc ig 0 °C-on t ö r t é n t előkezelés u t á n az elegyeket 
nyolcszorosára h íg í t o t t uk E G T A - t nem t a r t a l m a z ó puf fe r -o lda t t a l , s az ebből 
k i v e t t minták Ca-felvételét , A T P á z és kol ineszteráz a k t i v i t á s á t inkubációs 
e legyekben megha t á roz tuk . Az előkezelés során a lka lmazot t E G T A , ill. К О Н 
az inkubációs e legyekbe való bemérés során m é g tovább h ígu l t (összesen az 
e r e d e t i 160 — 200-szorosára), t e h á t lényegileg nem befolyásol ta az inku-
bác iós elegy E G T A - k o n c e n t r á c i ó j á t és l-es p H - j á t . Az áb rán a felső 
oszlopsor a Ca-felvétel m é r t é k é t , a középső oszlopsor f e k e t e oszlopai a 
C a 2 + mentes közegben m é r t a lap ATPáz-ak t iv i t á s t , az üres oszlopok 
a C a 2 + j e len lé tében mért A T P á z - a k t i v i t á s t m u t a t j á k , az üres és a fe-
k e t e oszlop k ö z ö t t i kü lönbség felel meg az ex t ra A T P has í tásnak, 
az alsó oszlopsor a kol ineszteráz-akt ivi tás m é r t é k é t jelöli. L á t h a t j u k , hogy 
p H 6,2-nél 1 m M EGTA előkezelés az F S R - r e h a t á s t a l a n , p H 7,1-nél 

MTA Biol. Oszt. Közi. 18, (1975) 
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viszont 1 mM E G T A h a t á s á r a a Ca-felvétel n a g y m é r t é k b e n lecsökken, az a l ap 
ATPáz k i smér tékben , a Ca 2 + je lenlétében m é r t ATPáz a k t i v i t á s nagyon ki-
f e j eze t t en fokozódik, s így az ex t r a ATP has í t á s is j e l en tősen nő. A kolinesz-
te ráz ak t iv i t á s ugyancsak többszörösére emelked ik . Lényegében hasonló vál-
o zások f igyelhe tők meg a p H 8-náI végzet t EGTA előkezelés esetében is. 
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6. ábra. E G T A ha t á sa a hal F S R sa já t sága i ra kü lönböző pH-é r t ékekné l . A felső oszlopsor 
az F S R Ca-felvételét , a középső oszlopsor az a l ap ( • • ) . ill. a 0,15 m M Ca2+ j e len lé tében 
mér t (J ,) ATPáz -ak t iv i t á soka t , az alsó oszlopsor a kol inesz teráz-akt iv i tás t m u t a t j a az 
o rd iná t ákon f e l t ü n t e t e t t egységekben. A közös abszcisszán a kezelés s zempon t j ábó l össze-
ta r tozó oszlopok száma, ez a la t t pedig az egyes m i n t á k kezelésének m ó d j a van f e l t ü n t e t v e 

Megvizsgál tuk azt is, hogy a p H 7,1-nél végzett E G T A előkezelés h a t á -
sára beköve tkező funkcionál is vál tozások (a Ca-felvétel csökkenése , az enz im-
ak t iv i t ások fokozódása) he lyreá l l í tha tók-e , ill. k ivédhetők-e Ca a lka lmazásáva l 
(7. áb ra ) . K i tűn ik az ábrábó l , hogy az E G T A - n a k az F S R szuszpenzióhoz 
való hozzáadása és a p H 7 , l - re való beál l í tása után adot t 2 m M Ca 2 + nem á l l í t j a 
helyre az F S R eredet i funkc ió i t . Az F S R szuszpenzió p H - j á n a k 7, l -re va ló 
áll í tása előtt a lka lmazot t Ca 2 + viszont kivédi az EGTA kezelés ha tása i t . 

Minthogy a p H 7,1-nél végze t t E G T A kezelés során a megfelelő kon t ro l -
lokhoz v iszonyí tva a p r e p a r á t u m o k cen t r i fugá lás u tán i ü ledékében sem az 
össz N, sem az össz P t a r t a l o m nem vá l tozo t t , ezért az E G T A kezelés h a t á s á r a 
beköve tkező funkc ióvá l tozások oká t a m e m b r á n - k ö t ö t t C a 2 + vagy egyéb 
bivalens ka t ionok mennyiségének vá l tozásában keres tük . Az EGTA kezel t 
és kont ro l l F S R min ták cent r i fugá lás u t á n i üledékének roncsola tából a t o m -
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abszorpciós módszerrel m e g h a t á r o z t u k a Ca, a Mg és a Z n t a r t a l m a t (8. áb ra ) . 
E r e d m é n y e i n k e t összevetve a 6. ábrával , m e g á l l a p í t h a t t u k , hogy csak a Ca 
t a r t a lom vá l tozása hozható összefüggésbe az FSR f u n k c i ó i n a k megvál tozásá-
va l . Az ezt k ö v e t ő spek t rográ f i á s mérések hasonló e r e d m é n y e k e t hoztak, azzal 
kibőví tve, h o g y a Fe, a Mn, a Cu és az Pb t a r t a l o m vá l tozása sem hozható össze-
függésbe az F S R - n e k az E G T A ha tásá ra beköve tkező funkc ioná l i s vá l tozása i -
va l . Tehát a p H 7,1-nél v é g z e t t EGTA kezelés a m e m b r á n - k ö t ö t t Ca m i n t e g y 
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7. ábra. Ca h a t á s a az F S R s a j á t s á g a i n a k E G T A kezeléssel k i v á l t o t t f u n k c i o n á l i s v á l t o z á s a i r a . 
A felső oszlopsor az F S R Ca f e l v é t e l é t , a középső oszlopsor az a l a p ( • • ) , ill. a 0 ,15 mM 
Ca 2 + j e len lé tében m é r t (| |) A T P á z a k t i v i t á s o k a t , a z alsó oszlopsor a kol ineszteráz a k t i v i t á s t 
m u t a t j a az o r d i n á t á k o n f e l t ü n t e t e t t egységekben. A közös abszcisszán a kezelés s z e m p o n t j á b ó l 
összetar tozó o s z l o p o k száma, ez a l a t t pedig a kezelés m ó d j a , azaz az egyes m i n t á k e s e t é b e n 

a vegysze rek a l k a l m a z á s á n a k és a p H b e á l l í t á s á n a k s o r r e n d j e v a n f e l t ü n t e t v e 

7 0 % - á t a m e m b r á n b ó l e l t á v o l í t j a . Jogosnak látszik az a fel tételezés, hogy ez a 
permeabi l i t ás fokozódásához veze t , aminek k ö v e t k e z m é n y e a Ca-felvétel nagy-
m é r v ű lecsökkenése, a n n a k ellenére, hogy ugyanakkor az ex t ra ATP has í t á s 
fokozódik. 

Ez az elképzelésünk összhangban áll WATKINS (1965) hipotézisével (9. 
ábra ) . Szerinte egy kol ineszterázhoz hasonló kö tőhe lyekke l rendelkező fehé r j e -
molekula és e g y foszfot idi lkol in-molekula közö t t i szoros kapcso la to t egy b iva-
lens kat ion (a mi e se tünkben C a 2 + )biztosí t ja a m e m b r á n b a n . E bivalens k a t i o n 
el távol í tása ny i lvánva lóan a permeabi l i tás fokozódásához és a kol ineszteráz 
ak t iv i tás növekedéséhez v e z e t . 

Ezek u t á n érdekesnek lá t szo t t megvizsgálni , hogy milyen vá l tozásoka t 
k a p u n k , ha a m e m b r á n - k ö t ö t t Ca2 +-ot va lami lyen más k a t i o n n a l he lye t tes í t -
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jük . Vá lasz tásunk a La 3 + - ra eset t , mivel ú j a b b a n számos szerző (TAKATA és 
mtsai 1 9 6 6 , M I L E D I 1 9 6 6 , 1 9 7 1 , V A N B R E E M E N 1 9 6 8 ) k i m u t a t t a , hogy a lan-
t an idák módos í t j ák a mesterséges foszfol ipid m e m b r á n o k , ill. a kü lönböző 
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8. ábra. Az F S R divalens k a t i o n t a r t a l m á n a k v á l t o z á s a E G T A keze lés h a t á s á r a . A felső 
oszlopsor az F S R Ca t a r t a l m á t , a középső a Mg, az a lsó a Zn t a r t a l m á t m u t a t j a az o r d i n á t á k o n 
f e l t ü n t e t e t t egységekben . A közös abszcisszán a keze lés s z e m p o n t j á b ó l összetar tozó o sz lopok 

s z á m a , ez a l a t t ped ig az egyes m i n t á k kezelésének m ó d j a v a n f e l t ü n t e t v e 

9. ábra. Fosz fa t id i lko l in és ko l inesz te ráz t í p u s ú f ehé r j emoleku la fe l t é te leze t t k a p c s o l a t a 
biológiai m e m b r á n o k b a n . WATKINS (1965) á b r á j a n y o m á n 

t ípusú se j t ek m e m b r á n j a i n a k pe rmeab i l i t á sá t , N a + és K + k o n d u k t a n c i á j á t , 
t o v á b b á a neuromuszkulá r i s ingerü le tá tv i t e l t . M E L A és C H A N C E ( 1 9 6 9 ) meg-
á l lap í to t ta , hogy a h á r o m é r t é k ű r i tka fö ld fémek gá to l ják a m i t o k o n d r i u m o k 
Ca-felvételét . S C H A T Z M A N N és T S C H A B O L D ( 1 9 7 1 ) emberi vö rösvé r se j t eken fi-
gyelték m e g , hogy a l a n t a n i d á k mind az a k t í v Ca t r a n s z p o r t o t , mind az azér t 
felelős Ca2 + -Mg2 + - ak t ivá l t A T P á z t g á t o l j á k . 
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A 10. á b r á n b e m u t a t o t t kísérletek s o r á n az F S R szuszpenziót 0 °C-on 
5 percig az á b r á n megjelölt végkoncen t r ác ióban La ionokkal (LaCl3) előkezel-
t ü k . A Ca-felvétel és az enz imakt iv i t á sok mérésénél az inkubác iós elegyek a 
L a 3 + -t az előkezelésnél a l k a l m a z o t t k o n c e n t r á c i ó b a n t a r t a l m a z t á k . 1 0 - 5 

M L a 3 + koncent rác ió ig a Ca-fe lvéte l és a kol ineszteráz a k t i v i t á s vá l toza t l an . 

S 6-, 
к 4 
f 2 
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e 4-1 
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E 0 

-f H h 4 
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4 1 
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10. ábra. Kü lönböző koncen t rác ióban alkalmazot t L a 3 + ha tása a hal F S R funkcióira . Az á b r a 
felső h a r m a d á b a n az F S R Ca-fe lvéte lé t , középső h a r m a d á b a n az alap (alsó görbe), ill. Ca je len-
lé tében mért (felső görbe) ATPáz ak t iv i t á soka t , alsó h a r m a d á b a n a kol ineszteráz a k t i v i t á s t 
t ü n t e t t ü k fel. A közös abszcissza a LaCl 3 végkoncen t rác ió já t m u t a t j a az előkezelés és az i n -

kubálás so rán 

0 10 10"1 M L a 3 + 

—a kolineszteráz aktivitás 
-a 2 8 0 nm-nel mért extinkció 

11. ábra. La3" h a t á s a a dezox iko lá t t a l kezelt, gé l f i l t r á l t F S R p r e p a r á t u m kol ineszteráz 
ak t iv i t ásá ra , ill. a 280 nm-nél m é r t ex t inkció jára 

(Az extra A T P hasítás k i s f o k ú emelkedése n e m szignif ikáns.) 1 0 M L a 3 + 

koncent rác ió tó l mind a Ca-felvétel , mind a kol ineszteráz ak t i v i t á s , va lamin t az 
e x t r a ATP h a s í t á s n a g y m é r t é k b e n csökken, ill. megszűnik. E vál tozások a L a 3 + 

membrán-s tab i l izá ló h a t á s á v a l hozhatók összefüggésbe. 
Megvizsgál tuk a L a 3 + h a t á s á t a dezox iko lá t t a l f e l t á r t , szolubil izált , 

m a j d gélfi l trál t F S R p r e p a r á t u m kolineszteráz ak t iv i t á sá ra (11. ábra). A dezo-
xikolát kezelés je lentősen megnöve l i a p r e p a r á t u m ak t iv i t á sá t a nat ív F S R - h e z 
viszonyítva. Megf igyelhető t o v á b b á , hogy míg a L a 3 + a n a t í v FSR e s e t é b e n 
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10 _ 4 M koncent rác ió f ö l ö t t ak t iv i tás-csökkenés t okoz (10. ábra) , addig a szolu-
bilizált f r akc ió esetében a lacsonyabb L a 3 + koncent rác iókná l akt ivi tás-csök-
kenés észlelhető (11. á b r a ) . I smer t e t t kísérleteink során megf igyel tük , hogy a 
kolineszteráz ak t i v i t á s ának csökkenésével egyidejűleg, magasabb L a 3 + kon-
centrációknál a p r e p a r á t u m o k b a n aggregá tumok képződ tek . Fe l té te lez tük , 
hogy ez a fo lyama t e g y ü t t j á r a 280 m/i -nál mér t ex t inkc ió vá l tozásával . A l i . 
ábra b i zony í t j a , hogy a dezoxikolá t ta l szolubilizált p r e p a r á t u m n á l Ю - 3 M 
L a 3 + koncentrációig az ext inkció növeked ik , efölöt t gyakor la t i lag ál landósul . 
Ha L a 3 + h e l y e t t Ca2 + -o t a lka lmazunk hasonló koncen t rác ióban , a p r e p a r á t u -
mok ex t inkc ió ja gyakor la t i l ag nem vá l toz ik . A Ca 2 + a p r e p a r á t u m o k kolinesz-
teráz a k t i v i t á s á t sem befolyásol ja . 

A L a 3 + -nak az aggregáló és a kol ineszteráz ak t i v i t á s t csökkentő h a t á s a 
reverzibil isnek bizonyul t . H a ugyanis a 10~ 3 M L a 3 + koncent rác ióná l aggregá-
lódó, a lacsony kol ineszteráz ak t iv i tású p r e p a r á t u m h o z Ю - 3 M EGTA-t , ill. 
10~2 M E D T A - t a d t u n k , a kol ineszteráz akt iv i tás az eredet i szintre emelkedik 
és az aggregáció is megszűn ik ( C S A B A I és mtsai 1 9 7 2 ) . 

Az edd ig i smer t e t e t t kísérletek a l a p j á n fe l té te lez tük , hogy az F S R koli-
neszteráz akt iv i tása a membrán- s t ab i l i t á s ind iká to ra . E szerepének t o v á b b i 
t i sz tázására az FSR-ből kolineszteráz p r e p a r á t u m o t á l l í to t tunk elő. E pre-
p a r á t u m o k előállítása so rán fe lhasznál tuk a L a 3 + e lőbb i smer te t e t t ha t á sa i t . 

E lső lépésként megvizsgál tuk , hogy a hal FSR-bő l különböző koncen t -
rációjú T r i t o n X-100 h a t á s á r a milyen enz imakt iv i t á sok oldódnak ki. (10 per-
ces Tr i ton kezelés és 90 percig 59 000 g-vel végzet t cent r i fugálás u t á n a felül-
úszóban t a l á l t fehér jé t t e k i n t e t t ü k , ,o ldo t t " -nak . ) 

A 12. áb rán az F S R ATPáz és a kolineszteráz ak t i v i t á s ának megoszlá-
sát m u t a t j u k be a c s apadék és a s zupe rna t ans k ö z ö t t az abszcisszán fe l tün -
t e t e t t T r i t o n : fehérje a r á n y mellett . K i t ű n i k az ábrábó l , hogy 1 : 1 = T r i t o n : 
fehérje a r á n y mellett a kol ineszteráz a k t i v i t á s n a g y m é r t é k b e n szolubilizálódik, 
az ATPáz ak t iv i t á s v iszont alig. A 2,5 : 1 = Tri ton : f ehé r je a r ány mel le t t mind 
az ATPáz, mind a kol ineszteráz ak t iv i t á s szolubilizálódik. Az e l m o n d o t t a k b ó l 
következik , hogy az F S R m e m b r á n A T P á z a és a kol ineszteráz szelektíve szolu-
bil izálható. 

Az 1 : 1 = Tr i ton : fehér je a r á n y mel le t t szolubilizált FSR kol ineszterázt 
Sephadex G-25 fine oszlopon Tr i t on -men te s í t e t t ük . A Tr i ton gélfi l t rálással 
tö r t én t e l távol í tása a z o n b a n azzal a köve tkezménnye l j á r t , hogy az oszlopra 
v i t t kol ineszteráz a k t i v i t á s 60—70%-a elveszet t . 

A L a 3 + -nak az e lőzőekben e l m o n d o t t ha tása i t f igyelembe véve, célszerű-
nek l á t szo t t megvizsgálni , hogy az F S R 1 : 1 = Tr i ton : fehér je a r á n y mel le t t 
készí te t t e x t r a k t u m á n a k s z u p e r n a t a n s á b a n hogyan vál toz ik meg a kolinesz-
teráz a k t í v fehér je o ldha tósága a L a 3 + koncent rác ió függvényében . 

A 13. á b r á n a kü lönböző L a 3 + koncen t rác iókná l az 1 : 1 = Tr i ton : fehér-
je a rány mel l e t t fe l tá r t F S R szuperna tansából kicsapódó, ill. o lda tban m a r a d ó 
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12. ábra. A T r i t o n X-100-zal keze l t ha l F S R kol ineszteráz és ATPáz a k t i v i t á s á n a k megoszlása 
a csapadék és a felülúszó közö t t a Tr i ton : f ehé r j e a rány függvényében . A közös abszcisszán 
a Tri ton : f e h é r j e a rány t , a felső o rd iná t án a kol ineszteráz ak t iv i tás , az alsó o rd iná tán az 

A T P á z ak t iv i t á s m é r t é k é t t ü n t e t t ü k fel 

r , , t r " mikromol 

280 mű ACh/ora 

J I I 1 —4—i~V—i r 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 mM La3* 

о о fe lü luszo 280 m p - n á l mér ' ext inkcioja 

о — 0 fe lü luszo kolineszteráz aktivitása 

• • csapadék 2 8 0 m p - n á l mért ext inkcioja 

• • csapadék kol ineszteráz aki iv i tása 

13. ábra. K ü l ö n b ö z ő koncen t rác ióban a lka lmazot t L a 3 + precipitóló ha t á sa az FSR-bő l Tr i ton : 
: X-100-zal (Tr i ton : fehérje = 1 : 1 ) szolubilizált kolineszteráz ak t ív fehér jé re . Az abszcisszán 
a La 3 + végkoncen t rác ió já t m u t a t j u k (a La 3 + kezelés a la t t ) . A f e h é r j e t a r t a l o m (bal oldali 
o rd iná ta ) és a kolineszteráz összak t iv i tás ( jobb oldali o rd iná ta ) megoszlását m u t a t j a he az 

ábra 
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f r akc iók f e h é r j e - t a r t a l m á n a k és kol ineszteráz ak t i v i t á s ának megoszlását mu-
t a t j u k be . A kol ineszteráz ak t iv i tás és a fehérje meghatá rozás e lő t t a La 3 + 

koncen t r ác ió t fölöslegben a lka lmazo t t EGTA o lda t t a l c sökken te t t ük , ma jd 
0,1 mM-os E G T A o lda t t a l szembeni dialízissel e l t ávo l í to t tuk . A későbbiek-
ben is a L a 3 + t a r t a l m ú f rakciók kol ineszteráz ak t i v i t á sá t hasonló kezelés u tán 
m é r t ü k . L á t h a t ó az á b r á n , hogy a 4 mM L a 3 + koncent rác iónál m i n d a ko-
l ineszteráz akt iv i tás , mind a fehér je a kicsapódó f rakc ióba kerül . A La 3 + -na l 
való k icsapás a Tr i ton X-100 e l t ávo l í t á sá t is lehetővé teszi, aminek az az elő-
nye is megvan , hogy a hosszadalmas és kifejezet t akt ivi tás-veszteséggel já ró 
gélf i l t rá lás t fölöslegessé teszi. 

A kolineszteráz kicsapl ia tósága szempont jábó l hasonló e redményeke t 
k a p t u n k akkor is, amiko r a fe l tá rás t 2,5 : 1 = T r i t on : fehérje a r á n y mellett 
végez tük . I lyen körü lmények közöt t a kolineszterázzal együt t szolubilizálódó 
más m e m b r á n - k o m p o n e n s e k pl. az ATPáz L a 3 + -nal nem csapódnak ki. 
Megpróbá l tunk m i n d k é t Tri tonos e x t r a k t u m b ó l 5 mM La 3 + -nal va ló kicsapás 
és E G T A - v a l való visszaoldás ú t j á n t i sz ta kol ineszteráz f rakciót prepará lni . 
Ez a z o n b a n az e l járás többször i megismétlésével sem sikerült , a n y e r t frakció 
u l t r acen t r i fugás analízissel i nhomogénnek bizonyul t . 

Az t azonban fel l ehe te t t té te lezni , hogy az e rede t i sorrend megford í tása , 
azaz előzetes La kezelés u t á n i Tr i tonos szolubilizálás, azt e redményezi , hogy a 
L a 3 + á l t a l c sapadékban t a r t o t t kol ineszteráz kivételével a több i fehér je ki-
o ldható . 

A 14. ábrán l á t h a t j u k , hogy 5 m M L a 3 + előkezelés és ezt k ö v e t ő e n 5 mM 
L a 3 + je lenlé tében az abszcisszán f e l t ü n t e t e t t T r i ton : f ehé r j ea rányok mellett 
végzet t ex t rakc ió u t á n a kolineszteráz akt iv i tás va lóban a c sapadékban marad t , 
azaz L a 3 + előkezeléssel a kolineszteráz szolubilizálását meg lehet akadályozni . 

E z e n adatok a l a p j á n egy ü j p r e p a r a t í v e l járás kidolgozására ny í l t lehető-
ség, me lynek váz l a t á t a 15. ábrán m u t a t j u k be. 

A módszer lényege, hogy L a 3 + előkezelés u t á n az FSR- t i sméte l ten Tri ton 
X-100-zal kezeljük (legalább 2,5 : 1 = Tri ton : f ehé r je a r á n y b a n ) , mindig 
5 mM L a 3 + j e lenlé tében, ma jd a T r i t o n t L a 3 + t a r t a l m ú puffer o lda t t a l eltá-
vo l í t j uk . Végül a L a 3 + - t EGTA-val megkö t jük , amikoris a kolineszteráz 
nagy részre kioldódik. Centr i fugálás u t á n a c sapadéko t (6b) E G T A ta r t a lmú 
puf fe r re l ex t r ahá l j uk . A szupe rna t ansoka t (6a, 7a) egyes í t jük . Szükség ese-
tén a kolineszteráz f rakc ió L a 3 + k icsapással koncen t rá lha tó , m a j d EGTA-val 
a k í v á n t fehér je-koncent rác ióra visszaoldható . 

A kiindulási F S R fehér jének 4 —5%-a n y e r h e t ő ki. Az á l t a lunk elő-
ál l í to t t kolineszteráz specifikus a k t i v i t á s a 2700 /<M ACh/mg fehér je /ó ra , ami 
kb . 100-szorosa a kezelet len FSR speci f ikus kolineszteráz ak t i v i t á s ának . 

A p r e p a r á t u m u l t r a c e n t r i f u g á b a n homogén (16. ábra), szedimentációs 
koeff ic iense 1,84 S; diffúziós á l l andója 2,9 X 1 0 - 7 cm2 s e c - 1 ; molekulasúlya 
5 5 0 0 0 ; a f o r m a f a k t o r a (f/f„) = 3 ( C S A B A I és mtsai 1974). 

12* MTA Biol. Oszt. Közi. 18, (1975) 
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14. ábra. La 3 + előkezelés h a t á s a az F S R kol ineszteráznak T r i t o n X-100-zal végze t t szolubili-
zá lására . A L a 3 + végkoncen t rác ió ja 0, ill. 5 mM volt a 10 percig végzett kezelés során. E z t 

köve t t e a T r i t on X-100 kezelés 

15. ábra. Az F S R kol ineszteráz izolálásának f o l y a m a t á b r á j a . A centr i fugálás minden esetben 
59 000 g-vel t ö r t én t , i d ő t a r t a m a az 1—4. lépés u t án 10 perc , az 5—6. lépés u t á n 90 perc vol t 

MTA Biol. Oszt. Közi. 18, (1975) 
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A prepa ra t ív e l j á rás néhány lépését e lek t ronmikroszkóppal is ellenőriz-
tük . Az e lekt ronmikroszkópos képekbő l számunkra az volt a l egfontosabb in-
formáció , hogy a L a 3 + előkezelés u t á n 2,5 : 1 = T r i t o n : fehérje a r á n y b a n al-
k a l m a z o t t Tr i ton X-100 nem t e t t e t ö n k r e az F S R vezikulák m e m b r á n s t r u k -
t ú r á j á t . Ez t csak úgy lehet é r te lmezni , hogy ilyen körü lmények k ö z ö t t a ko-
l ineszterázon kívül foszfolipidek is v a n n a k jelen. E z egyút ta l az t is jelenti , 
hogy az á l ta lunk p r e p a r á l t kol ineszteráz nem „ t i s z t a " fehérje , h a n e m lipo-
proteid komplex . 

С 1 

F 2 С 

ч ч s 

16. ábra. A 15. ábra s é m á j a szerint p r e p a r á l t kol ineszteráz f r a k c i ó szedimentác iós d i a g r a m j a . 
F e h é r j e koncen t rác ió : 5,4 m g / m l , 50 mM K C l , 0,1 mM E G T A , 5 m M hiszt idin, p H 7 közegben. 
F o r d u l a t s z á m : 45 000 f o r d . / p e r c ; h ő m é r s é k l e t : 22 °C. Az első fe lvé te l a f e lgyorsu lás u tán i 30. 

p e r c b e n készül t , a t ö b b i 15 p e r c e n k é n t 

I lyen komplexekben a l ip ideknek és a bivalens ka t ionoknak fon tos sze-
r e p ü k lehe t . Az FSR-bő l izolált A T P á z l ip idmentesí tése céljából végze t t kísér-
letek során H A S S E L B A C H és M I G A L A (1972) arra a köve tkez te tés re j u t o t t , hogy 
az A T P á z - n a k sokféle funkcionál is és s t rukturá l i s á l l apo t a lehet, a t t ó l függően, 
hogy milyen lipid komponensekke l v a n kapcso l a tban az enz imfehér je . Ha 
l ip id-mentes í tés t Ca2 + je lenlétében végezték, a t i s z t í t o t t fehér je f rakc ió ki-
zárólag Ca2 + -mal ak t iv izá lha tó A T P á z akt ivi tással rendelkezik . H a azonban a 
l ip id-mentes í téskor Ca 2 + he lyet t Mg2+ v a n jelen, a t i s z t í t o t t f ehé r j ének ATPáz 
ak t iv i t á sa nincs. E f ehé r j e enz imak t iv i t á sa v i s szanyerhe tő olajsav hozzáadásá-
val , ez a helyreál l í to t t ATPáz azonban Ca 2 + -mal n e m ak t ivá lha tó . 

Az e l m o n d o t t a k b ó l világosan köve tkeznek célki tűzéseink: 
1. az á l t a lunk izolált F S R kolineszteráz l ipidösszetételének megha tá rozása ; 
2. a kolineszteráz l ip id-mentes í tése ; 
3. a l ip id-mentes í te t t enz im tu l a jdonsága inak v izsgá la ta . 

Ez i r ányú kísér le te ink f o l y a m a t b a n vannak . 

1 2 * MTA Biol. Oszt. Közi. 18, (1975) 
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