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Az el6z6 kozlemény (KOVER és SzaBoLrcs 1975) elsGsorban irodalmi ada-
tok alapjan részletesen foglalkozik a szarkoplazmatikus retikulum (SR)
funkciéjaval. Ennek rovid, leegyszeriisitett lényege a kivetkezd: az ingeriileti
folyamat alatt az SR-b&l mobilizalodé Ca®+ aktivalja a kontraktilis rendszert,
s ez vezet az izom osszehiz6dasihoz; ezt kovetben az SR Ca2t+ akkumula-
ci6ja folytan az intracellularis szabad Ca-ion koncentracié ismét nyugalmi
szintre csokken, s bekovetkezik a relaxacié.

A szarkoplazmatikus retikulumnak az izomfunkciéban betsltott, fent
vazolt szerepe altalanossagban viszonylag rovid id§ alatt tisztazédott, mii-
kodésének molekularis biolégiai alapja azonban még ma is kevésbé vilagos,
mint pl. a kontrakciéban szerepet jatszé miofibrillaris fehérjéké. Tobbek
kozott keveset tudunk az SR membranjanak permeabilitasi viszonyairél,
holott a permeabilitas valtozasianak nyilvanvaléan fontos szerepe van a kont-
rakciés-relaxaciés ciklus szabalyozasaban.

Ismertetendd kisérleteink objektuma az izom homogenizalasa utan dif-
ferencial centrifugalassal elallitott fragmentalt szarkoplazmatikus retikulum
(FSR) volt. Kiilonb6z8 tényezdk hatasat vizsgaltuk az FSR Ca felvételére,
ATPaz aktivitasara és kolineszteraz aktivitasara. Vizsgalataink soran ossze-
figgéseket kerestiink a felsorolt funkciék és az FSR-membrin molekularis
struktirajanak rendezettsége kozott.

Metodikai rész

Az FSR-preparatumot torpeharcsa fehér vazizmaibél a mar korabban
leirt modszer (SzaBoLcs et al, 1966) szerint allitottuk elg. A 8000 g és 25 000
g kozott nyert frakeiot 0,6 M KCl-ban szuszpendaltuk, majd 25 000 g-nél 1
oraig centrifugaltuk a miofibrillaris eredetdi fehérjeszennyezddés eltavolitasa
végett. Mivel a torpeharcsa fehér izma gyakorlatilag mitokondrium-mentes,
preparatumunk kizarélag FSR vezikulakat tartalmazott. Egyes esetekben
nyul vazizmabol allitottuk el§ az FSR-t.
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Az FSR Ca felvételének meghatirozasahoz *Ca-izotépot hasznaltunk.
A kisérletek egy részében Millipore sziirt alkalmaztunk (KOVER és mtsai,
1974), mas esetekben cellul6z oszlop segitségével tortént a Ca-felvétel vizsga-
lata (SzaBoLcs és KOVER 1966). Az FSR altal felvett Ca?* mobilizacigjanak
vizsgalata ugyancsak cellulé6z oszlopon tértént.

Az ATPaz aktivitast inkubaciés elegyben mértiik. A felszabadulé anor-
ganikus foszfat (P;) mennyiségét TAUssKY és SHORR (1953) szerint hataroztuk
meg.

A kolineszteraz aktivitast HESTRIN (1949) mdédszerével mértiik.

Eredményeink és megheszélés

Az SR funkcidinak tanulmaényozasat célszeriinek latszott tgy kezdeni,
hogy megvizsgaltuk e funkciék kialakulasat az ontogenezis soran. (Ezen kisér-
leteinkben az FSR-t kiilonb6z8 kord nyulak vazizmaibél allitottuk eld.)
Az 1. abran lathatjuk, hogy a posztnatalis élet kezdetén a kolineszteraz aktivi-
tas és a Ca?t tavollétében mért ATPaz aktivitas (Gn. alap ATPaz) magas, a
Ca-felvétel alacsony. A posztnatalis élet 6—10. napjatél a kolineszteraz és
ATPaz aktivitas csokken, a Ca-felvétel emelkedik, mig végiil a felnGttre jel-
lemz§ értékek meg nem jelennek (27. nap koriil). Tovabbi kisérleteinkben azt
talaltuk, hogy az extra ATP hasitas (a Ca>*+ jelenlétében és tavollétében mért
ATPaz aktivitas kiilonbsége) is éppen a 6. napon jelenik meg, azaz pontosan
akkor, amikor a Ca-felvétel emelkedése megkezdddik.

Eredményeinket tigy magyaraztuk (SzaBoLcs és mtsai 1967), hogy az
egyedfejlédés soran a membran molekularis struktiridjanak rendezettsége
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1. dbra. A nytlizom FSR ATPaz és kolineszteraz aktivitdsdnak, valamint Ca-felvételének
valtozasa a posztnatalis életben
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fokozédik, s ez tiikrozddik a fenti funkcionalis véltozasokban. Elképzelésein-
ket alatamasztjak HoLLAND és PERRY (1969), valamint MARTONOSI és mtsai
(1972) adatai is. Az SR alapvet§ funkcidira (Ca felvétel, ATPaz) vonatkozé
eredmények értelmezése nem szorul b6vebb magyarazatra, a kolineszterazrél
azonban még beszélniink kell, mivel jelen tudasunk szerint ezen enzimaktivi-
tasnak nincs szerepe az SR miikédésében. Véleményiink szerint a kolineszteraz
molekula a membran egyik épitdkove, s az enzimaktivitasa kevéssé jut ér-
vényre, ha a membran rendezett allapotban van. Ha azonban a membran
rendezettsége csokken, a kolineszteraz aktivitasa minden esetben fokozddik
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2. dbra. p-CMB hatasa a hal FSR Ca felvételére és ATPA4z aktivitdsara. A Ca-felvétel mérése
celluléz oszlopon tortént. Ha az oszlopra hével denaturalt FSR-t vittiink, az ezutdn perfundalt
inkubilé oldat **Ca tartalma teljes egészében atfolyik az oszlopon (@——@®). (1,3 ml-es frakcié-
kat gyfijtottiink.) A nativ FSR a felvitt *Ca nagy részét felveszi, ha a fel nem vett Ca (O——O0)
mennyiségét kivonjuk az oszlopra felvitt ésszes Ca (@——@) mennyiséghdl, megkapjuk a
nativ FSR altal felvett Ca mennyiségét. x—x 0,1 mM p-CMB jelenlétében az FSR altal
fel nem vett Ca. FSR ATPéz aktivitdsa Ca-felvétel alatt A—.—.A az FSR
Ca-felvétel alatt mért ATPéz aktivitasa 0,1 mM p-CMB jelenlétében

— mint ezt majd a tovabbi kisérleteink eredményei is mutatjak. A membran-
nak ez a kolineszterdz tipusd épitdkove természetesen nem taldlhaté meg
valamennyi biolégiai membranban.

Tovabbi kisérleteinkben is az FSR-membran rendezettségi allapotat
kivantuk befolyéasolni kiilonb6z6 dgensekkel. Ezeket aszerint csoportosithat-
juk, hogy a membran mely komponensére hatnak: igy a kovetkez6kben szé
lesz fehérjére, lipidre, ill. a membran-kétott Ca2+-ra haté szerekrdl.

Megvizsgaltuk kiilonb6z8 SH-gatlok hatasat a térpeharcsa FSR Ca fel-
vételére és ATPaz aktivitasara (SzaBoLcs és mtsai 1965, 1967). Az SH-gatlék
koziil a para-klormerkuribenzonat (p-CMB) hatasat mutatjuk be a 2. abran.
0,1 mM p-CMB gatolja mind az FSR Ca felvételét, mind a Ca jelenlétében mért
ATPaz aktivitasat.
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0,1 mM p-CMB az FSR altal el6zetesen felvett Ca?+-ot is képes mobili-
zalni, mikézben a Ca’t jelenlétében mért ATPaz aktivitas csokken (3. abra).

Erdekességként megjegyzem, hogy a 9. frakciéban mobilizalédott Ca+
végkoncentraciéja 6x10~> M, ami in vivo elegendd a kontrakcié kivaltasa-
hoz.
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3. dbra. p-CMB hatdsa a hal FSR 4ltal el6zetesen felvett Ca leaddsara és az ATPaz aktivi-
tasra. Az abramagyardzat ugyanaz, mint a 2. 4branal. A kiilonbség az, hogy ebben a kisérlet-

ben a p-CMB nem volt végig jelen, hanem azt csak a %5CaCl, tartalmid inkubélé oldat per-
fuzibja utdn alkalmaztuk 0,1 mM koncentriciéban (hatdsa csak a 7. frakcié utan jelentkezik)

Az energiat szolgaltat6 ATPaz blokkolasa tehat a Ca-felvétel gatlasat
okozza. Nem magyarazhaté azonban ugyanezzel a p-CMB-nek a Ca’+-ot mobili-
zal6 hatasa, hiszen a Ca-pumpa gatlasa Snmagaban ehhez nem elegends (KOVER
és SzaBoLcs 1975). Fel kell tehat tételezni, hogy ebben az esetben nemcsak az
ATPiz, hanem egyéb membranfehérjék SH csoportjaival is reagal a p-CMB.
E feltevés helyességét irodalmi adatok is tamogatjak (osszefoglaléan MARTO-
~ost 1971), ugyanis az FSR-membranban haromféle SH csoportot tudtak el-
kiiloniteni a NEM-mel valé reakciéjuk idéallandéja alapjan.

Azt, hogy a Ca®>* mobilizaciéjat nem az ATPaz gatlasa okozza, vilago-
san bizonyitjak a koffeinnel végzett kisérleteink (4. abra). Lathatjuk, hogy a
koffein hatasara mobilizalédik a Ca’*, mikézben a Ca®* jelenlétében mért
ATPiaz aktivitas nemhogy csokkenne, hanem még fokozédik is. Ezt csakis az
FSR-membran permeabilitasanak fokozédasaval magyarazhatjuk.

Ha az FSR-t tripszinnel emésztjiik (KOVER és SzaBoLcs 1968), az emész-
tési id6 elérehaladtaval a Ca-felvétel csokken, a kolineszteraz aktivitds emel-
kedik, az ATPaz aktivitasok (Ca’t-mal és Ca?+ nélkiil) szintén fokozédnak, az
extra ATP hasitas kezdetben emelkedik, majd a Ca-felvétel megsziinésével
egy id6ben eltiinik (5. abra).
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4. abra. Koffein hatasa a hal FSR iltal el6zetesen felvett Ca leadaséra és az ATP4z aktivi-
tasara. Abramagyarazat ugyanaz, mint a 3. abranal, de itt 0,1 mM p-CMB helyett 50 mM
koffeint alkalmaztunk
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5. dbra. Tripszin hatisa a hal FSR funkciondlis sajatsigaira. Tripszin: fehérje ardny =
= 1:62. 0—0 ATPaz aktivitas Ca-mentes kozegben; x—x ATP4z aktivitds 0,12 mM
Ca-mal; A——A kolineszteraz aktivitis; @——@ °Ca-felvétel (oxaldtmentes kozeghen)
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Lényegileg hasonlé valtozasokat észleltiink, ha a membran foszfolipid-
jeit foszfolipaz-C-vel emésztettiik (KOVER és SzaBoLcs 1968), vagy detergens
sekkel (dodecilszulfat, dezoxikolat, Triton X-100 stb.) kezeltik (KO6vER é-
mtsai 1969). Ezekben a kisérletekben is a kolineszteraz aktivitas kovetkezete-
sen inverz kapcsolatban allt a Ca-felvétellel, azaz ha az FSR Ca-felvétele csok-
kent, a kolineszteraz aktivitis nd&tt.

Bar a membran legfontosabb alkotérészeinek, a fehérjének és a foszfo-
lipidnek az enzimes emésztése, ill. a detergensekkel valé kezelés kovetkezté-
ben fellépd valtozasokbél néhany fontos kovetkeztetést lehetett levonni, az
azonban nyilvanvalé, hogy fiziol6gias viszonyok kozétt nem ilyenféle behata-
sok okozzak a szarkoplazmatikus retikulum permeabilitisanak megvaltozasat
a kontrakciés-relaxaciés ciklus alatt. A korabbiakban felsorolt membran-
konstituensek koziil a membranhoz kotott bivalens kationoknak, elsGsorban
a Ca-nak lehet a membran-permeabilitas szabalyozasaban szerepe, in vivo is.

Valéban, az irodalombdél ismeretes, hogy a membran-kétstt Ca?* fontos
stabilizal6 szerepet tolt be a kiilonb6z6 membranok esetében. igy pl. ha az
excitabilis membranokbél Ca®+-ot vonunk el (pl. az extracellularis tér Ca%+
koncentraciéjanak csokkentésével), akkor permeabilitas-fokozédas és depolari-
zacié kovetkezik be (KokeETsu és Nopa 1962, JENDEN és REGER 1963). Duc-
GAN és MarToNOSI (1970) nydl FSR-rel végzett vizsgalataikkal mutattak ki
a membran-kotott Ca’t szerepét. Ezen irodalmi adatokbél kiindulva meg-
vizsgaltuk, hogy a hal FSR membranjabdl milyen kériilmények kozott von-
haté el Ca, s ennek milyen kévetkezményei lesznek (KOVER és mtsai kozlés
alatt, KOVER és mtsai 1972).

A membran-kotstt Ca’t+ és egyéb bivalens kationok szerepének vizsga-
lata soran EGTA el6kezelést alkalmaztunk kiilonb6z8 pH-értékeknél (6. abra).
Ezeknél a kisérleteknél kivételesen pufferezetlen kozeghen szuszpendaltuk
fel a hal FSR-t, majd a mintakhoz 0, ill. 1 mM végkoncentraciéhan EGTA-ol-
datot adtunk, s az elegyek pH-jat 50 mM-os KOH-oldattal 6,2, 7,1,ill. 8,0-as
pH értékekre allitottuk. 5 percig 0 °C-on tortént el8kezelés utan az elegyeket
nyolcszorosara higitottuk EGTA-t nem tartalmazé puffer-oldattal, s az ebbdl
kivett mintdk Ca-felvételét, ATPaz és kolineszteraz aktivitasat inkubaciés
elegyekben meghataroztuk. Az el6kezelés soran alkalmazott EGTA, ill. KOH
az inkubiciés elegyekbe valé bemérés soran még tovabb higult (ésszesen az
eredeti 160—200-szorosara), tehat lényegileg nem befolyasolta az inku-
baciés elegy EGTA-koncentraciéjat és 7-es pH-jat. Az abran a felsd
oszlopsor a Ca-felvétel mértékét, a kozéps6 oszlopsor fekete oszlopai a
Ca?+ mentes kozeghen mért alap ATPaz-aktivitast, az iires oszlopok
a Ca’t jelenlétében mért ATPaz-aktivitast mutatjdk, az iires és a fe-
kete oszlop kozotti kiilonbség felel meg az extra ATP hasitasnak,
az alsé oszlopsor a kolineszteraz-aktivitas mértékét jeloli. Lathatjuk, hogy
pH 6,2-nél 1 mM EGTA el6kezelés az FSR-re hatastalan, pH 7,1-nél
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viszont 1 mM EGTA hatéasara a Ca-felvétel nagymértékben lecsokken, az alap
ATPaz kismértékben, a Ca?* jelenlétében mért ATPaz aktivitas nagyon ki-
fejezetten fokozédik, s igy az extra ATP hasitas is jelent8sen né. A kolinesz-
teraz aktivitas ugyancsak tobbszorosére emelkedik. Lényegében hasonlé val-
ozasok figyelhet6k meg a pH 8-nal végzett EGTA el6kezelés esetében is.
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6. abra. EGTA hatdsa a hal FSR sajatsagaira kiilonbozé pH-értékeknél. A felsé oszlopsor
az FSR Ca-felvételét, a kiozéps6 oszlopsor az alap (M), ill. a 0,15 mM Ca*" jelenlétében
mért (| ) ATPaz-aktivitisokat, az als6 oszlopsor a kolineszteraz-aktivitast mutatja az
ordinatakon feltiintetett egységekben. A kézos abszcisszdn a kezelés szempontjabél Gssze-
tartozd oszlopok szdma, ez alatt pedig az egyes mintak kezelésének modja van feltiintetve

Megvizsgaltuk azt is, hogy a pH 7,1-nél végzett EGTA elGkezelés hata-
sara bekovetkezd funkcionalis valtozasok (a Ca-felvétel csokkenése, az enzim-
aktivitasok fokozédasa) helyreallithaték-e, ill. kivédhetSk-e Ca alkalmazasaval
(7. abra). Kitiinik az abrabél, hogy az EGTA-nak az FSR szuszpenziéhoz
valé hozzaadasa és a pH 7,1-re valé beallitasa utdn adott 2 mM Ca?* nem allitja
helyre az FSR eredeti funkciéit. Az FSR szuszpenzié6 pH-janak 7,1-re valé
allitasa elott alkalmazott Ca%+ viszont kivédi az EGTA kezelés hatasait.

Minthogy a pH 7,1-nél végzett EGTA kezelés soran a megfelel§ kontrol-
lokhoz viszonyitva a preparatumok centrifugéalas utani iiledékében sem az
ossz N, sem az 6ssz P tartalom nem valtozott, ezért az EGTA kezelés hatasara
bekovetkezd funkciéviltozasok okat a membran-kotott Ca’t vagy egyéb
bivalens kationok mennyiségének valtozasaban kerestik. Az EGTA kezelt
és kontroll FSR mintak centrifugéalas utani iiledékének roncsolatabél atom-
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abszorpciés médszerrel meghataroztuk a Ca, a Mg és a Zn tartalmat (8. abra).
Eredményeinket dsszevetve a 6. abraval, megallapithattuk, hogy csak a Ca
tartalom véaltozasa hozhaté Osszefiiggéshe az FSR funkciéinak megvaltozasa-
val. Az ezt kovetd spektrografias mérések hasonlé eredményeket hoztak, azzal
kibgvitve, hogy a Fe, a Mn, a Cu és az Pb tartalom valtozasa sem hozhaté 6ssze-
fiiggésbe az FSR-nek az EGTA hatasara bekovetkezd funkcionalis valtozasai-
val. Tehat a pH 7,1-nél végzett EGTA kezelés a membran-koststt Ca mintegy
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7. dbra. Ca hatdsa az FSR sajatsagainak EGTA kezeléssel kivaltott funkcionalis valtozasaira.

A fels§ oszlopsor az FSR Ca felvételét, a kozépsé oszlopsor az alap (HM), ill. a 0,15 mM

Ca®" jelenlétében mért (_ |) ATPAz aktivitasokat, az alsé oszlopsor a kolineszteraz aktivitast

mutatja az ordindtdkon feltiintetett egységekben. A kozos abszeisszan a kezelés szempontjabél

Osszetartozé oszlopok szdma, ez alatt pedig a kezelés médja, azaz az egyes mintdk esetében
a vegyszerek alkalmazdsdnak és a pH beallitasanak sorrendje van feltiintetve

709,-at a membranbél eltavolitja. Jogosnak latszik az a feltételezés, hogy ez a
permeabilitas fokozédasahoz vezet, aminek kovetkezménye a Ca-felvétel nagy-
mérvii lecsokkenése, annak ellenére, hogy ugyanakkor az extra ATP hasitas
fokozodik.

Ez az elképzelésiink 6sszhangban all WaTkins (1965) hipotézisével (9.
abra). Szerinte egy kolineszterazhoz hasonlé kothelyekkel rendelkezd fehérje-
molekula és egy foszfotidilkolin-molekula kozotti szoros kapcesolatot egy biva-
lens kation (a mi esetiinkben Ca®* )biztositja a membranban. E bivalens kation
eltavolitasa nyilvanvaléan a permeabilitas fokozédasahoz és a kolineszteraz
aktivitas névekedéséhez vezet.

Ezek utan érdekesnek latszott megvizsgalni, hogy milyen valtozasokat
kapunk, ha a membran-kétott Ca’t-ot valamilyen mas kationnal helyettesit-
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jiuk. Valasztasunk a La®+-ra esett, mivel ujabban szamos szerz6 (TAKATA és
mtsai 1966, MiLEDI 1966, 1971, VANBREEMEN 1968) kimutatta, hogy a lan-
tanidak modositjak a mesterséges foszfolipid membranok, ill. a kiillonb6zd
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8. dabra. Az FSR divalens kation tartalmanak valtozdsa EGTA kezelés hatasara. A felsd

oszlopsor az FSR Ca tartalmat, a kozépss a Mg, az alsé a Zn tartalmat mutatja az ordinatakon

feltiintetett egységekben. A kozos abszcisszan a kezelés szempontjabél osszetartozé oszlopok
szama, ez alatt pedig az egyes mintak kezelésének médja van feltiintetve
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9. dbra. Foszfatidilkolin és kolineszteraz tipusi fehérjemolekula feltételezett kapcsolata
biolégiai membranokban. Warkins (1965) dbraja nyomaén

tipusd sejtek membranjainak permeabilitasat, Na+ és K+ konduktanciajat,
tovabba a neuromuszkularis ingeriiletatvitelt. MELA és CHANCE (1969) meg-
allapitotta, hogy a haromértéki ritka foldfémek gatoljak a mitokondriumok
Ca-felvételét. ScaaTZMANN és TscHABOLD (1971) emberi vorosvérsejteken fi-
gyelték meg, hogy a lantaniddk mind az aktiv Ca transzportot, mind az azért
felelgs Ca%+-Mg>*-aktivalt ATPazt gatoljak.
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A 10. abran bemutatott kisérletek soran az FSR szuszpenziét 0 °C-on
5 percig az abran megjelslt végkoncentraciéban La ionokkal (LaCl,) elGkezel-
titk. A Ca-felvétel és az enzimaktivitaisok mérésénél az inkubaciés elegyek a
La3+-t az el6kezelésnél alkalmazott koncentracioban tartalmaztak. 105
M La®* koncentracidig a Ca-felvétel és a kolineszteraz aktivitas valtozatlan.
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10. dbra. Kiillonb6z koncentraciéban alkalmazott La®" hatdsa a hal FSR funkcidira. Az abra

felsé harmaddban az FSR Ca-felvételét, kozéps6 harmadéaban az alap (alsé gorbe), ill. Ca jelen-

létében mért (felsé gorbe) ATPaz aktivitasokat, als6 harmadaban a kolineszterdz aktivitast

tiintettiik fel. A kozos abszcissza a LaCl, végkoncentréaciéjat mutatja az elgkezelés és az in-
kubalas soran
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11. dbra. La®" hatdsa a dezoxikolattal kezelt, gélfiltralt FSR preparatum kolineszteraz
aktivitdsara, ill. a 280 nm-nél mért extinkciéjara

(Az extra ATP hasitas kisfokd emelkedése nem szignifikans.) 10-* M La3+
koncentraci6t6l mind a Ca-felvétel, mind a kolineszteraz aktivitas, valamint az
extra ATP hasitas nagymértékben csokken, ill. megsziinik. E valtozasok a La3+
membran-stabilizalé hatasaval hozhatok 6sszefiiggésbe.

Megvizsgaltuk a La®+ hatasat a dezoxikolattal feltart, szolubilizalt,
majd gélfiltralt FSR preparatum kolineszteraz aktivitasara (11. dbra). A dezo-
xikolat kezelés jelent§sen megnédveli a preparatum aktivitasat a nativ FSR-hez
viszonyitva. Megfigyelhet§ tovabba, hogy mig a La3+ a nativ FSR esetében
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10—* M koncentracié folott aktivitas-csokkenést okoz (10. dbra), addig a szolu-
bilizalt frakcié esetében alacsonyabb La3* koncentraciéknal aktivitas-csok-
kenés észlelhetd (11. abra). Ismertett kisérleteink soran megfigyeltiik, hogy a
kolineszteraz aktivitasanak csokkenésével egyidejtileg, magasabb La®+ kon-
centracioknal a preparatumokban aggregatumok képzdédtek. Feltételeztiik,
hogy ez a folyamat egyiittjar a 280 mu-nal mért extinkecié valtozasaval. A 11.
abra bizonyitja, hogy a dezoxikolattal szolubilizalt prepardtumnal 10-3 M
La®*+ koncentracidig az extinkcié novekedik, efolott gyakorlatilag allandésul.
Ha La®* helyett Ca®>*-ot alkalmazunk hasonl6é koncentracioban, a preparatu-
mok extinkciéja gyakorlatilag nem valtozik. A Ca®>* a preparatumok kolinesz-
teraz aktivitasat sem befolyasolja.

A La®*-nak az aggregal6 és a kolineszteraz aktivitast csokkent§ hatéasa
reverzibilisnek bizonyult. Ha ugyanis a 10~3 M La3+ koncentraciénal aggrega-
16dé, alacsony kolineszteraz aktivitasd preparatumhoz 1072 M EGTA-t, ill.
102 M EDTA-t adtunk, a kolineszteraz aktivitas az eredeti szintre emelkedik
és az aggregacié is megsziinik (CsABAI és mtsai 1972).

Az eddig ismertetett kisérletek alapjan feltételeztiik, hogy az FSR koli-
neszteraz aktivitasa a membran-stabilitas indikatora. E szerepének tovabbi
tisztazasara az FSR-b4l kolineszteraz preparatumot allitottunk el§. E pre-
paratumok el8allitasa soran felhasznéltuk a La®+ el6bb ismertetett hatasait.

Els6 1épésként megvizsgaltuk, hogy a hal FSR-bél kiilonb6z6 koncent-
raci6ju Triton X-100 hatasara milyen enzimaktivitasok oldédnak ki. (10 per-
ces Triton kezelés és 90 percig 59 000 g-vel végzett centrifugalas utan a feliil-
dszéban talalt fehérjét tekintettiik ,,oldott’’-nak.)

A 12. abran az FSR ATPaz és a kolineszteraz aktivitasanak megoszla-
sat mutatjuk be a csapadék és a szupernatans kozott az abszcisszan feltiin-
tetett Triton : fehérje arany mellett. Kitiinik az abrabél, hogy 1 :1 = Triton:
fehérje arany mellett a kolineszteraz aktivitas nagymértékben szolubilizalédik,
az ATPaz aktivitas viszont alig. A 2,5 : 1 = Triton : fehérje arany mellett mind
az ATPaz, mind a kolineszteraz aktivitas szolubilizalédik. Az elmondottakbél
kovetkezik, hogy az FSR membrian ATPéza és a kolineszteraz szelektive szolu-
bilizalhato.

Az 1 :1 = Triton : fehérje arany mellett szolubilizalt FSR kolineszterazt
Sephadex G-25 fine oszlopon Triton-mentesitettiik. A Triton gélfiltralassal
tortént eltavolitasa azonban azzal a kovetkezménnyel jart, hogy az oszlopra
vitt kolineszteraz aktivitas 60—709-a elveszett.

A La®*-nak az el§z8ekben elmondott hatésait figyelembe véve, célszerti-
nek latszott megvizsgalni, hogy az FSR 1 : 1 = Triton : fehérje arany mellett
készitett extraktuméanak szupernatansiaban hogyan valtozik meg a kolinesz-
teraz aktiv fehérje oldhatésaga a La®+ koncentracié fiiggvényében.

A 13. abran a kiilonb6z6 La3* koncentracioknal az 1 : 1 = Triton : fehér-
je arany mellett feltart FSR szupernatansabél kicsapédé, ill. oldatban maradé
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12. dbra. A Triton X-100-zal kezelt hal FSR kolineszteraz és ATPaz aktivitasdnak megoszlasa

a csapadék és a feliilliszé kozott a Triton : fehérje ardany fiiggvényében. A kozos abszcisszan

a Triton : fehérje aranyt, a fels6 ordinatan a kolineszterdaz aktivitds, az alsé ordinatin az
ATPaz aktivitas mértékét tiintettiik fel
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13. abra. Kiilonb6z6 koncentraciéban alkalmazott La®" precipitalé hatasa az FSR-bol Triton:

: X-100-zal (Triton : fehérje — 1 : 1) szolubilizalt kolineszteraz aktiv fehérjére. Az abszcisszan

a La®" végkoncentriciéjat mutatjuk (a La3" kezelés alatt). A fehérjetartalom (bal oldali

ordindta) és a kolineszterdz osszaktivitas (jobb oldali ordindta) megoszldsat mutatja be az
dbra
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frakciok fehérje-tartalméanak és kolineszteraz aktivitasanak megoszlasat mu-
tatjuk be. A kolineszteraz aktivitas és a fehérje meghatarozas el6tt a La%+
koncentraciot foloslegben alkalmazott EGTA oldattal csokkentettiik, majd
0,1 mM-0s EGTA oldattal szembeni dializissel eltavolitottuk. A késbbiek-
ben is a La3+ tartalmi frakciok kolineszteraz aktivitasat hasonlé kezelés utan
mértiik. Lathaté az abran, hogy a 4 mM La®+ koncentraciéonal mind a ko-
lineszteraz aktivitas, mind a fehérje a kicsapodo frakcioba keriil. A La®* -nal
valé kicsapas a Triton X-100 eltavolitasat is lehet6vé teszi, aminek az az el6-
nye is megvan, hogy a hosszadalmas és kifejezett aktivitas-veszteséggel jaré
gélfiltralast foloslegessé teszi.

A kolineszteraz kicsaphatésaga szempontjab6l hasonlé eredményeket
kaptunk akkor is, amikor a feltarast 2,5 : 1 = Triton : fehérje arany mellett
végeztiik. Ilyen koriilmények kozott a kolineszterazzal egyiitt szolubilizalédé
més membran-komponensek — pl. az ATPaz La®*-nal nem csapédnak ki.
Megprébaltunk mindkét Tritonos extraktumbél 5 mM La®+-nal valé kicsapas
és EGTA-val valé visszaoldas utjan tiszta kolineszteraz frakciét preparalni.
Ez azonban az eljaras tobbszori megismétlésével sem sikeriilt, a nyert frakecio
ultracentrifugas analizisscl inhomogénnek bizonyult.

Azt azonban fel lehetett tételezni, hogy az eredeti sorrend megforditasa,
azaz elGzetes La kezelés utani Tritonos szolubilizalas, azt eredményezi, hogy a
La3+ altal csapadékban tartott kolineszteraz kivételével a tébbi fehérje ki-
oldhaté.

A 14. abran lathatjuk, hogy 5 mM La®+ elGkezelés és ezt kovetGen 5 mM
La3+ jelenlétében az abszcisszan feltiintetett Triton : fehérjearanyok mellett
végzett extrakeié utan a kolineszteraz aktivitas valoban a csapadékban maradt,
azaz La®+ elGkezeléssel a kolineszteraz szolubilizalasat meg lehet akadalyozni.

Ezen adatok alapjan egy j preparativ eljaras kidolgozasara nyilt lehetd-
ség, melynek vazlatat a 15. dbran mutatjuk be.

A mdédszer lényege, hogy La®+ elGkezelés utan az FSR-t ismételten Triton
X-100-zal kezeljik (legalabb 2,5 :1 = Triton : fehérje aranyban), mindig
5 mM La®* jelenlétében, majd a Tritont La®* tartalma puffer oldattal elta-
volitjuk. Végiill a La®**-t EGTA-val megkétjiik, amikoris a kolineszteraz
nagy részre kioldodik. Centrifugalas utan a csapadékot (6b) EGTA tartalmi
pufferrel extrahaljuk. A szupernatansokat (6a, 7a) egyesitjiik. Sziikség ese-
tén a kolineszteraz frakeié La®+* kicsapassal koncentralhaté, majd EGTA-val
a kivant fehérje-koncentraciéra visszaoldhaté.

A kiindulasi FSR fehérjének 4-—59,-a nyerhetd ki. Az altalunk el6-
allitott kolineszteraz specifikus aktivitasa 2700 uM ACh/mg fehérje/6ra, ami
kb. 100-szorosa a kezeletlen FSR specifikus kolineszteraz aktivitasanak.

A preparatum ultracentrifugdban homogén (16. abra), szedimentacios
koefficiense 1,84 S; diffaziés allandéja 2,9 x 10-7 em? sec~!; molekulasilya
55 000; a formafaktora (f/f)) = 3 (CsABAI és mtsai 1974).
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14. abra. La®" el6kezelés hatasa az FSR kolineszteraznak Triton X-100-zal végzett szolubili-
zaldsara. A La®" végkoncentraciéja 0,ill. 5 mM volt a 10 percig végzett kezelés soran. Ezt
kovette a Triton X-100 kezelés
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15. dbra. Az FSR kolineszteraz izolalasanak folyamatabrdja. A centrifugilds minden esetben
59 000 g-vel tortént, idGtartama az 1—4. lépés utan 10 perc, az 5—6. 1épés utan 90 perc volt
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A preparativ eljaras néhany lépését elektronmikroszképpal is ellendriz-
tilk. Az elektronmikroszképos képekbdl szamunkra az volt a legfontosabb in-
formaci6, hogy a La®* el6kezelés utan 2,5 : 1 = Triton : fehérje aranyban al-
kalmazott Triton X-100 nem tette tonkre az FSR vezikuldk membranstruk-
tarajat. Ezt csak ugy lehet értelmezni, hogy ilyen kériilmények kozott a ko-
lineszterazon kiviil foszfolipidek is vannak jelen. Ez egytttal azt is jelenti,
hogy az altalunk preparalt kolineszteraz nem ,,tiszta” fehérje, hanem lipo-
proteid komplex.

16. dbra. A 15. abra sémaja szerint preparalt kolineszteraz frakcié szedimentéaciés diagramja.

Fehérje koncentracié: 5,4 mg/ml, 50 mM KCI, 0,1 mM EGTA, 5 mM hisztidin, pH 7 kozegben.

Fordulatszam: 45 000 ford./perc; hGmérséklet: 22 °C. Az elsd felvétel a felgyorsulas uténi 30.
perchen késziilt, a tobbi 15 percenként

Ilyen komplexekben a lipideknek és a bivalens kationoknak fontos sze-
repiik lehet. Az FSR-b4l izolalt ATPaz lipidmentesitése céljabol végzett kisér-
letek soran HasseLBACH és MicaLA (1972) arra a kovetkeztetésre jutott, hogy
az ATPaz-nak sokféle funkcionilis és strukturalis allapota lehet, attol fiiggGen,
hogy milyen lipid komponensekkel van kapcsolatban az enzimfehérje. Ha
lipid-mentesitést Ca®>* jelenlétében végezték, a tisztitott fehérje frakcié ki-
zarolag Ca’*-mal aktivizalhaté6 ATPaz aktivitassal rendelkezik. Ha azonban a
lipid-mentesitéskor Ca>+ helyett Mg>* van jelen, a tisztitott fehérjének ATPaz
aktivitasa nincs. E fehérje enzimaktivitasa visszanyerhet§ olajsav hozzaadasa-
val, ez a helyreallitott ATPaz azonban Ca’?t-mal nem aktivalhaté.

Az elmondottakbdl vilagosan kovetkeznek célkitiizéseink:
1. az altalunk izoldlt FSR kolineszteraz lipidosszetételének meghatarozasa;
2. a kolineszteraz lipid-mentesitése;
3. a lipid-mentesitett enzim tulajdonsagainak vizsgalata.

Eziranyi kisérleteink folyamatban vannak.
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