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A membran ingeriileti folyamatainak fizikai-kémiai modellezése. Az ingerii-
let nem elektromos jelei
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Mindenkiben, aki hosszabb id&t téltott oszcilloszkép vagy elektroen-
kefalograf el6tt az idegrendszer tevékenységének vizsgalata kozben, ohatat-
lanul feltamad a gondolat, hogy az elektrografias jelek mélyebben fekvé élet-
folyamatok megnyilvanulasai. Ez legalabb két viszonylatban igaz: mig egy-
részt az elektromos potencialingadozasok komplex agyi struktiarak mitkodését
tiikrozik, a legegyszerlibb bioelektromos jelenségek a nyugalmi és akciés
potencial, tovabba a lokalis potencialok viszont az idegsejtmiikodés legelemibh
folyamatainak hirnékei.

A Hodgkin— Huxley-féle ionteéria a bioelektromos jelenségek eredetére
nézve ma mar pontos, ha nem is minden vonatkozasban kimerit§ valaszt ad.
Posztulal azonban ez az elmélet néhany olyan membran permeabilitas val-
tozast, mely sine qua non-ja az ionmozgasoknak, de amelyek természetére
és mechanizmusara mar az ultrastruktira-kutatastél varja a valaszt. Ezért
valt a membranszerkezet és — funkcié kérdése az utébbi évtized ultrastruktu-
ralis és biofizikai kutatasainak kézponti problémajava.

El6adasomban az ingerlékeny membranok kutatdsinak két {6 iranya-
val foglalkozom; ésszefoglalé képet adok eldszor a membranmodellek és az
iontranszportalé anyagok vizsgalata terén elért fiziolégiai szempontbél leg-
fontosabb eredményekrél, masodszor, az ingeriileti folyamat kapcsan fellépé
nem elektromos jelenségekrél, f6ként 6rias axonokon végzett kisérletek alapjan.

A lipid kettds-rétegekrol
A lipid kettds-rétegek leggyakrabban szolgalnak a biolégiai membranok

modelljéiil. Ennek alapja az, hogy a biolégiai membréanok felépitésében sza-
mottev$ hasonlésagok vannak. Igy vastagsaguk kb. 70 A. Osszetételiik fehér-
jéket és lipideket tartalmaz, kiilonb6z§ anyagok behatolasaval szemben barrie-
re-t képeznek és megvan az a képességiik, hogy felgongyolédjenek vezikulakka
és réseket zarjanak el. Ezen hasonlésagok mellett vannak jelentds és specifikus
kiilonbségek is.

A membranpermeabilitas jelenségeit tobb tipusba sorolhatjuk. Az egy-
szeri permedcié pusztan azon mulik, hogy az oldott anyagok megoszlasi
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hianyadosa milyen aranyban van a vizes és lipid fazisokban, illetleg milyen
gyors a diffizié a lipid fazisban. A facilitalt diffizié mar vivéanyagokat vagy
porusokat tételez fel, itt mar talalkozunk a telitédés és a kompeticié jelen-
ségeivel.

Még bonyolultabb a kapcsolt vivGanyagos transzport, mely egyszerre
két anyag atvitelérél gondoskodik a membranon. Az egyik a koncentracié
gradiensével szemben, a masik az elektrokémiai gradiense mentén vandorol.
Végiil van a primer aktiv transzport, ami energiafelhasznalas mellett zajlik le.
Ilyen pl. a cukrok atvitele, akar bakterialis, akar eml8s sejtmembranon.

A lipid kettos-réteg tulajdonsdgai

A lipid kettés-réteg, melyet el8szor MULLER és Rupin (1967) tanul-
manyozott részleteiben, igen sok altaldnos tulajdonsagat hordozza a membra-
noknak. Struktiraja igen variabilis, kénnyen valtoztathaté és sok olyan szer-
kezeti valtozas elidézhet6 benne, amelyek a biol6giai membranokban ter-
mészetes koriillmények kozott lezajlanak.

Lipid membran készitésének legegyszerilbb médja az, hogy két vizes
fazis kozott létesitett nyilas mentén lipid keveréket kennek szét és ily médon
egy kb. 50 A vastagsagu lipid réteg keletkezik a két vizes fazis kozott, mig a
lyuk szélén csepp vagy tomegszerii formaban marad meg az anyag. Az ilyen
lipid kett8s-rétegben a lipidek polaris csoportjai a vizes fazis felé néznek, a
szénhidrogén lincok pedig meglehetdsen rendezetleniil, quasi folyékony alla-
potban a membran belsejében helyezkednek el. A rendezetlenség itt nagyon
lényeges momentum, mert ez biztositja a membran folyékonyséagat, ill. plasz-
ticitasat. A szénhidrogén lancok rendszerint nem teljesen egyenesek, benniik
torések, cisz-, transz-dllapotok fordulnak el§ és ez lehetetlenné teszi, hogy itt
egy szorosan egymasmellé simul6 struktira j6jjon létre. Ezenkiviil rendszerint
jelen vannak a lipid membranban koleszterin, tokoferol vagy tetradekan
molekulak, amelyek stabilizaljak a membréant. Az ilyen membranok meglehe-
tdsen ellenalléak mechanikai er8kkel szemben; elszakitasuk jelentds aktivacios
energiat igényel. Minél merevebb a membran, annal kénnyebben elszakad. Ha
egy ilyen lipid kettds-réteget kinagyitva képzeliink el, akkor egy 1 mm-es és
70 A vastagsagdi membrant egy vékony papirrétegnek kell elképzelni, mely-
nek atméréje kb. 10 m.

Igen érdekes képessége a biolégiai membranoknak a vezikulaképzésre
valé képesség. Ebben a lipidmembranok latszélag kiillonbéznek a természetes
membranoktél, mert ha egy lipidmembrant elszakitunk, akkor annak részecs-
kéi csatlakoznak a nyilast koriilvevé csepp fazishoz. Ez érthetd a lipidek felii-
leti fesziiltségébdl. A természetes membranoknak nem feliileti fesziiltsége, ha-
nem Gn. kontir fesziiltsége van, ami azt jelenti, hogy mikor a membran el-
szakad, ez torekszik a legkisebb kontir (szabad szél) kialakitasara. Tekintettel
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azonban arra, hogy a membrin vastagsiga adott, a kontur csokkentésére
nincs mas méd, mint hogy az elszakadt membran szélei egymassal kapcsolod-
nak és haromdimenziés képlet, a vezikula all el5, melynek molekulai kozstt
a vonzasi kolesonhatas maximalis. Ez egyszersmind az elszakitott membran
szamara a lehet§ legkisebb felilletet jelenti. Ebben talalhatjuk meg a magya-
razatat a membranok vezikulaképzésre valé hajlamanak.

A lipidmembranok eldallitasara az eddigieken kiviil mas médszerek is
lehetségesek. PAcaNO és THOMSON (1967) médszere hasonlé a szappanbuborék-
képzéshez. A lipid oldatot felszivjak egy pipettaba s efolott egy vizes fazist
hoznak létre. Ha most kifijjak az egészet viz ala, akkor nagy buborékok kelet-
keznek, melyek belsejét vizes fazis alkotja, kiilsejének nagy részén pedig lipid
kett8s-réteg foglal helyet. A lipid egy része cseppfazishan a buborék felsd
részén foglal helyet. Ilyen buborékok szuszpenziéban tarthaték, ha pl. szuk-
réz gradiensbe fajjak bele Gket. Ebbdl a buborékok kiszivhaték, atviheték
masik oldatba és mikroelektrédokkal megszirhaték. A buborékok permeabili-
tasa jelzett ionokkal szemben mérhet§ még elektromos aram jelenlétében is.

Mivel a lipid kett8s-rétegeket meglehet8sen nehéz 6sszehozni fehérjék-
kel, ezért Tsorina (1966) és mtsai kidolgoztak egy olyan médszert, amelyben
a lipid kett8s-réteghez mar fehérjéket is tudtak csatlakoztatni. Ennek méd-
szere a kovetkez8. Lipid egyes-réteget hoznak létre heptanban oldott foszfo-
lipid és vizes fehérje oldat kozott. Ha most a heptanba 6vatosan belecseppen-
tenek egy vizes fehérje oldatot, akkor e csepp felilletén szintén foszfolipid
egyes-réteg keletkezik. Ha most ezt a cseppet 6vatosan kozelitik a heptan és az
edényben levg fehérjeoldat hatarrétegéhez, akkor egy lipid kettGs-réteg kelet-
kezik, melynek két oldalan fehérje foglal helyet. Annak mértékét természete-
sen nehéz megallapitani, hogy az ilyen lipid kettgs-réteg tartalmaz-e fehérjét.

Igen érdekes TRAUBL és GRELL (1970) médszere. (1. abra.) Ebben az eset-
ben fehérjét tartalmazé lipid kettds-réteggel boritott vezikulaszerli képzdod-
ményeket, cseppeket hoznak létre. Foszfolipid benzines oldataba cseppentenek
fehérje tartalmua oldatot. Ezt ultrahanggal besugarozzik és ilyen médon 400 A
nagysagi fehérjecseppecskék keletkeznek, melyek felszinén lipid egyes-réteg
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1. dbra. Lipid kettés-réteggel boritott mikrovezikuldk készitése. (Magyardzatotl. a szovegben)
(TrRAUBLE és GRELL 1970)
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talalhat6. Most czt atviszik egy olyan benzin fazisba, amely alatt vizes
fehérje oldat van. Ehhez a benzin fazishoz adnak tovabbi foszfatidilkolint
hozza gy, hogy a benzin és a vizes féazis kozott szintén egyes-réteg foglal
helyet. Ha most a benzinben levé fehérjecseppecskéket, melyeket lipid egyes-
réteg borit, magas fordulatszami centrifugalassal beviszik az alul helyet fog-
lalé vizes fazisba, akkor a lesiillyedé vezikulak magukra veszik a benzin és a
vizes fazis hataran levé egyes lipid réteget is és ilyen médon fehérjét tartal-
maz6, lipid kettds-réteggel boritott un. prevezikulak allithatok els. Nagy elénye
ennek a médszernek, hogy egyrészt a fehérjetartalom valtoztathaté, masrészt
aszerint, hogy a fehérjeoldatba milyen lipidet tesznek, a lipid kettds-réteg
aszimmetrikussa is tehetd.

Barmilyen moédon készitik is a lipid kettés-rétegeket, ezek tulajdon-
sagai jol tanulmanyozhaték. Vizzel szembeni permeabilitasuk meglehet8sen
nagy. A viz oldékonysaga szénhidrogénekben 10 3mol koriili. Az oldott viz
allapotardl azonban kozelebbi adataink nincsenek. A t6bbi anyag a lipid kettds
membranokon annak aranyéaban hatol at, hogy mekkora a megoszlasi hanya-
dosa a viz és a szénhidrogén kozott. Rendkiviil nagy a lipidmembranok ellen-
allasa anionokkal és kationokkal szemben. A lipid kettgs-rétegek elektromos
ellenallasa rendkiviil magas, ionokkal szemben 10% ohm/cm? koriil van.

Livcer (1967) fedezte fel, hogy a jodid ionok meglehetdsen kénnyen
athatolnak lipid kettds-rétegeken, kiillonosen akkor, ha elemi jéd van jelen.
Ennek valészinii oka az, hogy az clemi jéd a jodid ionokkal J,—J. komplexe-
ket képez, melyeknek csak egy negativ toltése van és ily médon a nagyobb
tomegre esé kisebb toltés révén megkonnyebbedik a jod athatolasa a lipid-
membranon.

A lipid kett8s-réteg vastagsagaban, elektromos kapacitasaban és viz-
permeabilitasaban nagyon hasonlit a realis membranokhoz. Elektromos kapa-
citas 1 u¥/em? koril van.

Igen érdekes analégiat tarnak fel a lipid kett8s-rétegek és a természetes
membranok koézott az dn. proton atvivék, vagy proton hordozé anyagok.
A mitokondrium membran funkciéjara nézve van egy olyan teéria (Mitchell),
mely szerint a mitokondriumok membranja egy specialis elektrontranszportalé
rendszerrel rendelkezik. Ez a rendszer clektronokat transzportal a mitokond-
rium belsejébdl kifelé, ami azt eredményezi, hogy a mitokondrium belsejében
a hidrogénion koncentracié né, tehat az OH-koncentracié csékken. Mitchell
ezt tartja az ATP szintézis egyik alapfeltételénck. Ha most a mitokondriu-
mokhoz 2—4 dinitrofenolt ad, akkor az oxidativ foszforilacié és az ATP szin-
tézis szétkapcesolédik. Egyszersmind azonban a mitokondrium membrannak
megnd a proton permeabilitasa, ami azt jelenti, hogy a membran két oldalan
létrejott pH differencia kiegyenlitédhet. Igen érdekes, hogy a dinitrofenol ezt
a proton permeabilitas fokozodast lipid kettds-rétegeken is elgidézi. Ugyan-
akkor megné a szétkapcsolé dgenssel szembeni permeabilités is.
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Az alkali ton vivéanyagok

Az ingeriilet és a vele kapcsolatban torténd ionmozgasok alapvetd prob-
Iémaja az, hogy hogyan térténik meg a Na- és K-ionok gyors kicserélgdése, ille-
téleg az ingeriiletet kovetSen a Na-ionok kipumpalasa. Erre vivGanyagokat
és pumpak létezését tételezik fel, melyeknek kozds problematikus vonasa az,
hogyan képesek ezek a kis monovalens ionokat, mint amilyen a Na és K, meg-
kiilonboztetni kisebb és nagyobb homolégjaiktél. Mar korabban felfedeztek
bizonyos antibiotikumokat, amelyek specifikusan képesek kotni K-ionokat
és atvinni azokat természetes és mesterséges membranokon. Ennek a jelleg-
zetes atvive szerepnek a mechanizmusarél beszélek a kovetkezékben.

Meglehet6sen nagyszamu anyagot talaltak az utébbi évtizedben, melyek
specifikusan képesek kotni alkali ionokat. Kémiai struktirdjuk szerint ezek
két csoportba oszthatdék.

1. Neutralis makrociklusos vegyiiletek. Ezek neutralis pH-nal nem viselnek tél-
tést, a vivé molekula ezért elektromos mezdre csak a hozza kapcesol6dé alkali
ion révén reagal. Molekulasilyuk kézepes és a molekulak elég nagyok ahhoz,
hogy egy alkali iont hidroféb burokkal kérilvegyenek. Osszetételiik meg-
lehet6sen kiilonb6z8. Talalunk kozottiik oligopeptideket, mint a gramicidin,
oligodepepszipeptideket, mint a valinomicin és az enniatinok, és mas ciklikus
szerkezetlicket, pl. egyszerli poliétereket, vagy az dn. makrotetrolideket.
Vilagos, hogy hasonlé struktirakat képezhetnek fehérjemolekuldk is. Ismere-
tes egyébként, hogy bizonyos enzimek képesek kotni Na-mot és K-t egészen
szelektiv médon. A fentebb felsorolt vegyiiletek molekulasilya azonban a fehér-
jéknél joval kisebb.

2. Toltott nyilt szénldncu vegyiiletek. Ezek linearis struktiraja meglehetésen
kiilonbozik, de kozos az, hogy karboxil csoportjuk van, igy neutralis pH tar-
tomanyban a szabad molekulak negativ téltéstiek. A karboxil csoport azonban
nem sziikségképpen szerepel a koordinativ kotésben a fémionnal. Sokkal
inkabb tgy képzelhetd el ez, hogy hidrogén kotések keletkeznek a hidroxil-
csoportokhoz, a linearis struktira masik végéhez és ezaltal ciklikus konfigura-
ci6 jon létre. Molekulasilyuk kb. azonos az el8z8 csoportéval. Kozos vonasa
mindegyik viv6anyagnak, hogy egy sereg polaris liganddal rendelkeznek,
amelyek tobbszoros kapesolatot tudnak létesiteni egy alkali ionnal. A mole-
kula egésze azonban hidroféb kell hogy legyen és igy konnyen penetral lipid
membranokon. Vizoldhatésaguk természetesen igen csekély.

A kiilonb6z8 fémionokkal alkotott komplexek erfsségét a disszociaciés
vagy komplex stabilitasi konstansokbél lehet lemérni. Ezeket rendszerint
metilalkoholban mérik, ami ilyen szempontbél lényegesen jobb oldészer, mint
a viz. Ezekbdl a konstansokbél kideriil, hogy az egyes anyagok feltlinGen
nagy komplex stabilitdst mutatnak egy bizonyos kivéalasztott ionféleséggel,
habar ez nem mindig all aranyban a membranokon valé atvitel sebességével.
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Mindezek ellenére igen fontos kozos jellemzdje ezeknek az anyagoknak, hogy
ion-nagysag-specifitast mutatnak, azaz egy bizonyos radiusznal kisebb és
nagyobb sugarral rendelkezd ionokkal szemben lényegesen kisebb affinitast
tanusitanak. Ez arra mutat, hogy itt nem egyszeriien elektrosztatikus vonzas-
r6l van sz6, hanem bonyolult sztérikus viszonyok egybeesésérdl.

Bizonyosnak latszik, hogy a speciilis ionkotd képességért nem az ion
sajat elektronszerkezete felelGs, mint az a nikkel és a réz ionok esetében van,
hiszen a Na- és K-ion esetében egy nemesgazszeri elektron struktdraval allunk
szemben. A kotést meghatarozo tényezdként ezért az ion nagysagat, toltését
és a vivbanyag térbeli struktdrajat kell tekinteni.

A komplex képzidés tgy képzelhetd el, hogy a hidratalt ion a belsd
hidrataciés burok tobb vizmolekulajat elveszti és helyébe a vivéanyag ligandjai
lépnek. Itt két eset lehetséges: vagy erdsebb a ligandokkal képezett kotés,
mint a hidratéaciés vizével alkotott kapcsolat vagy gyengébb. Els§ esetben a
kétés a kisebb ion irdnyaban nagyobb lesz és a komplex a fémion radiuszanak
novekedésével labilisabba valik. A masik esetben a nagysagfiiggés megfordul,
itt a komplex stabilitasa a nagyobb molekulak felé szilardul meg.

Amint az alkali ion atmérGje csokken, a vivBanyag iirege képes Ossze-
hzédni. Ennek hatarat az szabja meg, hogy a molekula deformaciéja csak
bizonyos hatarok kozott lehetséges: a vegyértékszogek nem engednek kor-
latlan alakvaltozast, mésrészt a ligandok kozott kolesonos repulzié lehetséges.
Ennélfogva minden vivémolekula bizonyos nagysagi ionnal szemben mutat
maximalis kétést. Ezt abrazolja a Tablazat mely néhany antibiotikum stabi-
litasi konstansait foglalja 6ssze K- és Na-ionokkal szemben.

Tablazat
‘ Komplex-képzidési
Vegyiilet Oldészer Anion r allands
’ ‘ Na+ I(+
Monaktin MeOH SCN- 1,4 x 108 3,2 x 105
Valinomicin MeOH L= 1.2 % 10 8,0 x 103
|

A folyamat lényegére nagyon jol ramutat a 2. dbra. Ennek ordinatajan
a szabad energiaveszteség van feltiintetve kcal/mol-ban, abszcisszajan pedig
a reciprok ionradiusz. Az alsé vonal a szolvatacié, tehat a vizburok megkotés
kapcsan fellép8 szabadenergia-valtozasokat mutatja, mig a két fels6, enyhén
hiperbolikus gérbe két kiillonb6z6 anyag komplex képzési képességének valto-
zasat mutatja. Mindharom gérbe a kisebb ionradiuszok irdnyaban monoton
novekvs. A chelat képzés szempontjabol azonban nem a szabadenergia valto-
zas abszolit nagysaga, hanem a chelat képzés és a szolvatacié szabadenergia
veszteségei kozotti kiillonbség lesz a déntd. Ahol ez a legnagyobb, ott bizonyos
ionradiusznal komplex stabilitasi maximumot fogunk kapni. Ha ehhez hozza-
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2. dbra. A szolvatdci6 (als6é gorbe) és a chelatképzddés (két felsé giorbe) szabadenergidjanak
fiiggése az alkali ionok reciprok ionradiuszatél (DELBRUCK, 1973)

vessziik, hogy a K- és Na-ionok szolvataciés energiai kozott 20 kcal/mol kii-
lonbség van, és hogy 1,4 kcal/mol energiakiilonbség a kotddési konstans tiz-
szeres valtozasat eredményezi, fogalmat alkothatunk arrél, milyen nagy kotési
er6k szerepelhetnek az ionkotésben.

Igen nagy stabilitasi konstansokat tapasztaltak alkali foldfém ionok
(Ca, Mg) esetében is. Ezek szolvatécios energiaja lényegesen nagyobb mérték-
ben kiilonbozik, igy a chelat képzéshen még erésebb specifitasok tapasztalhaték

A ligand képzddés sebességi konstansa, tehat az az id§, amely alatt egy
hidrataciés vizmolekula egy liganddal helyettesitddik, 1078—10-1° mp-nek
adédott. Ez teljes mértékben Osszeegyeztethetd a vivBanyag szerepkorével.

Az alkali fém-ion komplexek kisérletes tanulmanyozasa

Ilyen vizsgalatokra a metanol sokkal jobb oldészernek bizonyult, mint
a viz. Kiilonésen azért, mert metanolban a h&mérsékleti ugras (temperature
jump, T-jump) médszere sokkal kénnyebben alkalmazhaté.

A fémion komplexek indikatoraként murexidet alkalmaztak. A murexid
abszorpciés maximuma 527 my koriil van, a Na murexid komplexé 485 mu-nal.
Ahogyan a murexid Na ionokkal telitédik, az abszorpciés maximum fokozato-
san tolodik el.

N A o
— /) == N === <\ —
Q. V4
\0 0 7
Murexid
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A fémion komplexet a kézponti N koriili oxigének képezik. A komplex
kotédéssel kapcesolatos abszorpeiés maximumvaltozas valészintileg annak
tulajdonithaté, hogy a két gytlirli egymashoz viszonyitott helyzete megvalto-
zik. A ligandképzés terén a murexid ugyanazon viselkedést mutatja, mint a
vivéanyagok. Stabilitdsi maximumok a Na és Ca esetében vannak.

A komplex képzGdés sebességi konstansai 1079 sec nagysagrendiiek,
ami azt jelenti, hogy Na, K, Li, és Ca esetében a sebességkorlatozé faktor a
diffuzié. Mindezen koriilmények a murexidet idealis indikatorra teszik.

A Na-monaktin komplex vizsgalata

A monaktin egy antibiotikum, mely aktinomicétakbdl izolalhat6. Kémiai
szerkezetét néhany mas rokonvegyiilettel egyiitt a 4. abra mutatja. A réntgen
struktira vizsgalat arra utal, hogy a fémiont 8 oxigén veszi koriil kockaszeri
elrendezésben (5. abra). Igy a hordozéanyag molekulaja folcsavarodik, mint
a teniszlabda varrata. Az 6sszes polaris csoportok ily médon a képzidott iireg
belsejében vannak, és elegend helyet hagynak a fémion szamara. A K stabi-
litasi konstansa monaktin esetében a legnagyobb, a Na-ét 230-szorosan haladja
meg. A Li nem képez vele komplexet, a Rb és Cs a K-énal szintén sokkal
gyengébben kotddik.

A viv6anyag és az ionok kozott kialakulé egyensilyt a T-jump technika-
val vizsgaljak. Joule-féle hdhatassal vagy révidhullama besugarzassal ugras-
szerien megvaltoztatjak az oldat hémérsékletét, akar 2—3 fokkal is, és mi-
kézben megvaltozik a disszociacié mértéke, mérik a fényabszorpcié valtozasat.

Az ilyen jellegi mérések azt mutatjak, hogy az ion specifitas kizarélag
a vivéanyag tulajdonsaga, és nemcsak membranban, hanem homogén oldat-
ban is érvényesiil. A molekula telit6dése az ionokkal mikroszekundumok alatt
megtorténik. Igy hasonlé gyorsasiaggal miikodd vivéanyagok barmely gyors
ingeriileti folyamatban betélthetik szerepiiket.

0 CH CHy o
3 |
Y
0 R CHy
Ry=Ry=R3=R, =CHy Nonactin
Ry=Ry=R3=CH; R,= C,Hs Monactin
Ry=Ry=CH, R,=R = C,Hs Dinactin
Ry=CHy RpzR3=R, =CyHs  Trinactin

4. dbra. A makrotetrolidek szerkezete (DELBRUCK, 1973)
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Hexaéder formula

Teniszlabdavarrat

Keto

S

ok Furan = Q
K

5. dbra. A) Az alkéli fém ion beilleszkedése a monaktin

molekula teniszlabdavarrat-szeriien
felgongyol6dé molekuldjdnak iiregébe

B) Baloldalt a monaktin molekula modellje, kizépen egy dehidratalt K-ionnal; jobb-
oldalt egy hidratilt K-ion modellje (EicEN és WINKLER 1970)
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Hogyan képzelhet6 marmost el az alkali ion beilleszkedése a vivéanyag
molekuldba? Az 6sszes hidrataciés vizt6l valé megszabadulas egyszerre til sok
energiat venne igénybe, igy valészinii, hogy az ion ,,levetkéztetése” fokozatosan
megy végbe, vizmolekulanként 10?sebességgel. Igy jonki a 3 x 108 /mol x sec
Osszeg sebességi konstans. Ez csak egy nagysagrenddel kisebb, mint a dif-
fazié altal kontrollalt folyamat. Alkali ion tavollétében a teniszlabdaszerii
felgongyolodés megsziinik, a vegyiilet gytrid alakuva valik, ligandjai hidra-
tacids vizet vesznek fel.

Ha végiil dsszegezziik az alkali ion viv6anyagok tulajdonsagait, a kévet-
kezd vonasokat kell kiemelniink.

1. A viv6anyag molekulan elektrofil csoportoknak kell lenniiik, melyek
kompeticiéban vannak a szolvataciés vizzel, a fémionokért. Ezek a csoportok
egy lipofil vegyiilethe vannak beagyazva, mely a membranban jél oldédik.

2. A hidrataciés viz molekulai helyettesitédnek a vivéanyag molekula
koordinaciés kotéseivel. Két ion kotéserGsségbeli kiilonbsége nagyjabél egyenld
a szolvatacios energiak kiilonbségével.

3. A vivéanyag molekula iireget képez a transzportalt fémion szamara.
Optimalis illeszkedés akkor torténik, ha a chelat képzddés és a szolvatacié
energiaja kozott a kiilonbség a legnagyobb. Ez gyakran egybeesik az opti-
malis geometriai elhelyezkedéssel is. Az iiregképzés korlatait a ligandok kozotti
repulzié és a chelat sztérikus fixaciéja jelenti.

4. A vivBanyag molekulanak kellgen flexibilisnek kell lennie ahhoz,
hogy a hidrataciés viz fokozatos helyettesitése kozben valtoztassa alakjat.
Ha az ion el8zetes részleges vagy teljes deszolvatacigja lenne sziikséges ahhoz,
hogy be tudjon cstszni az iireghe, a reakcié igen lassi lenne.

Mindeme tulajdonsdgok egyiittese nagymértékben kedvez a biolégiai
rendszerekben valé szereplésnek.

Masik érdekes kategéridja az anyagoknak — szintén antibiotikumok
— melyek az ionpermeabilitast fokozni képesek, az Gn. lyuksziiré (hole punching
anyagok csoportja. Ezek rendszerint ciklikus antibiotikumok, amelyeknek
egy polién lanca van, de a masik része a gyf{irtinek igen hidrofil. Hatasuk mind
természetes membranokon, mind lipid kettGs-rétegeken koleszterin jelenlété-
hez van kiétve a membranban. A nystatin és amphotericin B keriilt eddig rész-
letesebb vizsgéalat ala. Ezek az anyagok szintén névelik a lipid kettds-réteg
vezetGképességét, de hatasuk az ion vivBanyagokétdl sok tekintetben eltér.
Ezek az anyagok a membran mindkét oldalan jelen kell hogy legyenek. A kon-
duktancia névekedés az anyag koncentraciéjanak nagyon magas hatvanyatél
fiigg. A konduktancia anionokkal szemben fokozédik és ezzel kapcesolatos a viz-
permeabilitis megnovekedése is. Az anionok konduktanciaja nagysaguktol
fiigg. A vezetSképesség fokozédas magas negativ hémérsékleti koefficienssel
rendelkezik, ellentétben az ion atvivéanyagokéval.
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Ha egy lipid kettds-réteghez ion atvivéanyagot és lyukszirét egyarant
hozzaadunk, akkor a h6mérséklet valtoztatasaval lehet§vé valik az atkapcso-
las, pl. K-ion permeabilitasrél valamilyen anion permeabilitasra.

Nyito-zaré anyagok. Ezek kozos jellemz§je, hogy ha lipid ketts-rétegek-
kel tarsulnak, akkor a raadott fesziiltségtsl fiiggGen néhany nagysagrenddel
nagyobb konduktanciat idéznek el§. Ez a konduktancia kationokkal szemben
all fenn, de anionokra is kiterjeszthet, hogyha protamin, polilizin vagy sper-
min szeri polikationokat adunk hozza. Ezek kozé tartozik egy fehérje, amelyet
MULLER és RupiN EI M-nek, azaz ingeriiletkelt§ anyagnak nevezett el, tovabba
az alameticin. Az EIM egy fehérje, amelyet az Enterobacter cloacae produkal,
az alameticin pedig egy ciklikus peptid, ami 19 aminosavat tartalmaz. Kémiai
szerkezetiilk még nem nagyon ismert. Ha kell§en varidljuk a raadott fesziilt-
séget, a sogradienseket és a polikation adalékanyagokat, az axonmembran
sok jellegzetes elektromos jelenségét sikeriil utanozni, mint amilyen a nyugalmi
potencial, akciés potencial és ritmikus kisiilések. A jelenség molekularis me-
chanizmusa nem ismert. Igen fontos kérdés az, hogy a hirtelen atmenetek a nem
vezets, és vezets allapotok kozott egy széles skalan megnyilvanulé kooperaciot
arulnak-e el, mint amilyen pl. az egész membran fazisbeli megvaltozasa. Lehet-
séges, hogy oligomérek mikroszkopikus nagysagrendben térténd konformacié
valtozasairél van sz6. Utébbi mellett szdl az a megfigyelés, mely szerint EIM
hozzaadasa kvantalhaté moédon névelte a konduktanciat, ennek kapesan
minden kvantum kb. 4 x 1010 reciprok Ohm konduktancia fokozédast okoz.
Ez tgy értelmezhetd, hogy az EIM egy vagy néhany molekulaja kontrollal
bizonyos poérusokat, amelyek adott alkalommal felnyilnak.

Megoldands probléemak

1. Milyen gyors a t6ltédés és a disszociacio, ha a vivéanyag-molekula a
membranban il és az egész folyamat egy hatarfeliileten zajlik le?

2. Mi a korlatozé faktora egy ilyen transzportfolyamatnak természetes
és mesterséges membranokban?

3. Mik a vivéanyagok az idegmembranban?

4. Hogyan tudja egy elektromos mez8 be- és kikapcsolni a folyamatot,
és hogyan kapcsolédhat az egész egy pumpahoz, ami aktiv transzportot végez?

Az els6 és masodik kérdés megvalaszolhaté mesterséges membranokon
relaxdciés spektrometriaval végzett kisérletek ttjan. Ilyen médon az Gsszes
konstansokat meg lehet allapitani. Olyan vezikulaprepardatumokon, melyek
készitését az el6bbiekben vazoltuk, a kérdés megoldhaté.

A harmadik kérdés a leglényegesebb. A vizsgalt viv6anyagok antibioti-
kumok. Nem tudjuk, hogy természetes helyiikén vivéanyagfunkeiét téltenek-e

be.
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A negyedik kérdés a neurobiolégiat egészen kozelrdl érinti. A viv8anyag
kis molekula kell hogy legyen, mely kapcsolva lehet egy alloszterikus fehérjé-
vel, a pumpa mechanizmus egyik résztvevgjével. A transzportot egy membran-
fehérje vagy valamely bonyolult struktura facilitalhatja.

Az ingeriilet nem elektromos jelei
Az optikai spike

Mire a cambridgei iskola befejezte az akciés potencial ion alapjanak
tisztazasat, az akciés potencial alatti struktira-valtozasokra nézve még csak
az elsd kisérletek torténtek. A mechanikai tulajdonsagok, a kettdstorés, a fes-
tékkotddés, a fényszorédas mind a késdi negyvenes években keriiltek el§térbe.

D. K. Hill éppen a fényszérédast vizsgalta békaizmon, amikor Keynes
azt tanacsolta neki, hogy ugyanezt a késziiléket hasznalja fel a rakideg fény-
szorasanak vizsgalatara. HiL és KEYnNEs (1949) rovid id§ alatt kimutattak,
hogy, ha ingerlik a rakideget, Ringer-oldatban 50 cps-sel 5 mp-ig, ez egy fény-
szorasbeli novekedést idéz el6, ami az ingersorozat alatt és utdn nyilvanult meg.
Hirn (1950) késébb azt talalta, hogy tengervizben nem a fényszéras noveke-
dése, hanem csokkenése all el6. Ezt kés6bb tobben megerdsitették és kiterjesz-
tették velGhiivelyes idegre. Egyes eseteket kivéve azonban nem volt lehetséges
mérni a valtozast cgyetlen inger utan. Még ilyen esetekben is a fényregisztralas
valaszideje annyira hosszd volt, hogy a fényszérasheli valtozas id6beli lefutasa
nem volt pontosan meghatarozhaté. Tizenst évvel kés8bb jelatlagolét hasznal-
tak az érzékenység megnodvelésére, és lehetséges volt a fényszérasi valtozasok
idébeli lefutasanak meghatarozésa egyes ingerek utan is a rdkidegen (COHEN
és Keynes 1967). Noha ez a kisérlet abban az id8ben igéretesnek latszott,
azonnal felismerték, hogy az interpretaciéja meglehet8sen bonyolult, mivel
nem lehetett megfelelen mérni a rakideg komplex akeciés potencialjat. Ugy
tiint, hogy az egyetlen kiut olyan preparatumok akciés potencialjanak és op-
tikai valtozasainak dsszevetése lehet, mint a tintahal ériasaxon, vagy az elektro-
plax, ahol az akciés potencial id6beli lefutasat kénnyen meg lehetett hatarozni.

Az a tény, hogy a perfundalt éridsaxon lényegében normalisan terjedd
ingeriileteket produkal, még a nem neurofiziologusokat is meggy6zte arrdl,
hogy az axonmembran igen nagy fontossagi és hozzajarult annak fiziolégiai
bizonyitasahoz, hogy lényegében az 6sszes potencialvaltozasok az axonmemb-
ranon keresztiil zajlanak le, igy az 6sszes permeabilitas valtozasok a memb-
ranban torténnek.

Ha barmi toérténik a membranban, durva becsléseket tudunk tenni a
lehetséges valtozasok fels§ hataraira nézve az axon optikai vagy mas tulaj-
donsagai alapjan. Csak nagy altalanossagban lehet varni, hogy a fényszorédas,
vagy az ultraviola abszorpcié mértéke az axonban aranyos a benne levg fehérje
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és lipid komponensek szaraz sidlyaval. Egy oériasaxonban, melynek 107A az
atmérdje, és 102A vastag a membranja, utébbi csak egy tizezred részét teszi
ki az axon szarazsilydnak. Ha a membran optikai tulajdonsidgaiban beallé
valtozas 1009,-o0s lenne, mindig csak egy tizezred résznyi valtozast észlelnénk,
ami rendkiviil csekély fels6 hatarnak. Feltehet§ ezért, hogy a tizezred résznél
(0,019,-nal) nagyobb valtozasok mar artefaktumok. Nagyobb frakcionalis
valtozasok elGidézésének két mddja van. ElsGsorban a membranhoz speci-
fikusan kotott folyamatokat kell tanulmanyozni (kettdstorés, festék fluoresz-
cencia). Az elektronmikroszképia azt mutatja, hogy az axonmembran kb. egy
tized részét teszi ki a teljes membrannak-6ridsaxon preparatumban, dgy hogy
egy 1009,-0s valtozas egy axonmembran specifikus tulajdonsagban 109-o0s
valtozashoz vezet, ami mar harom nagysagrenddel nagyobb, mint a 10 ~*-sze-
res valtozas.

A masik Gt nagyobb valtozasok észlelésére az, hogy kisebb axonokat tar-
talmazé preparatumokat kell vizsgalni, igy pl. a rakideget, amelynek axonjai
atlagosan 1 p atmérGjiick. Itt az axonmembran egy szazadrészét teszi ki a
szarazanyagnak, ugyhogy a 1009;-0s valtozas a membran tulajdonsagaiban
mar szazalék nagysagrendii valtozast jelent, tehat 2 nagysagrenddel nagyobbat,
mint az ériasaxonban. Von MurALT (1971) felhasznalta ezt az elényds koriil-
ményt, amikor tanulméanyozta a kett8storési valtozasokat csuka szagléidegé-
ben, amelyben az axonok atmérGje kisebb, mint egy tized mikron. Az elsé
modszert a fentebb emlitettek koziil elég nehéz alkalmazni. A méasodik médszer
interpretaciéban nehézségeket okozhat, mert még nem lehetséges ilyen vékony
axonok fesziiltségzaras feldolgozasa, marpedig a fesziiltségzar technika alkal-
mazasa sziikséges olyan kisérletekben, ahol meg akarjuk hatarozni a valtoza-
sok eredetét a potencial, aram és permeabilitas médosulasai alapjan.

MurALT fentebb idézett, csukaidegeken végzett kisérletei mellett hasonlo
valtozasokat talaltak rakideghen, nyil vagusban, tintahal idegben, elektromos
szervben, tintahal éridsaxonban és békaizomban. Vilagos, hogy a kett&storési
valtozasok altalanosan fellelhet8k az ingerlékeny szovetekben. Mégis, miutan
a kisérletek a leghehatébbak az ériasaxonban voltak, itt ezek keriilnek rész-
letesebb taglalasra.

Kettostorésbeli valtozasok

Ha a fény kolcsonhatasba 1ép az anyaggal, terjedési sebessége csokken.
A vakuumban mért terjedési sebesség az anyaghan mérthez képest adja a torés-
mutatét. Sok anyag kiilonb6z§ torésmutatékat mutat kiilonb6z6 iranyban
polarizalt fénnyel szemben, ezért kettGstorének nevezziik. Egyetlen optikai
tengellyel rendelkez8 objektum szamara a kett8storés nagysaga a tengellyel
parhuzamosan és a tengelyre merdlegesen esd fénnyel szembeni térésmutaték
kiilonb6z6ségébdl adédik. A biolégiai anyagok kett8stdrését a strukturalis
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rendezettség viszonylataban szoktak értelmezni. A velGhiivelyes ideg pl.
nagyobb kett&storést mutat, mint a velShiively nélkiili.

ScHMITT és mtsai (1940) elGszor kisérelték megmérni az 6riasaxon kettds-
torésének valtozasait akciés potencial alatt. Médszeriik érzékenysége azonban
nem volt elegendd. CoBEN és mtsai (1970, 1971) rakidegen megmérték a kettds-
torés valtozasait és megallapitottiak, hogy az intenzitas valtozasok a merd-
legesen polarizalt fénnyel valéban a retardaciéban beallt valtozasnak koszon-
hetdk és nem a dikroizmusban vagy valamilyen mas optikai tulajdonsagban
beallt valtozasnak. (A retarddcio a kettostorés és a vastagsag hanyadosa.) Azon-
ban, amikor megprébaltak mérni a retardacié valtozast 6ridsaxonon, a jel-zaj
viszony kb. 1 volt és még kb. 20 000 impulzus utén sem javult ez. Lényeges
javitasokat kellett végezni a késziiléken, amig megkaptak a 6. abran lathaté
regisztratumot. Akciés potencial alatt a retardacié csokkenése volt meg-

figyelhetd.
l L) }<10-6

25 mv
t

s 1 msec

6. dbra. Loligo forbesi érias axonjanak kettdstorés valtozdsa ingeriilet alatt. Vékony vonal:
akciés potencial, vastag vonal: kettdstorés. Kalibrdci6: feliil j. o.: kettdstorés, alul j. o.: fesziilt-
ség. Alul kozépen: id6 (COHEN és mtsai, J. Physiol. 211, 495 (1970)

Ezen egyszeri kisérlet eredménye jelentds dtmutatast adott a retardaciés
valtozas eredetére nézve, mivel idébeli lefutasa hasonlé volt az akeiés poten-
cialéhoz és ezért nem lehetett a permeabilitas valtozasoknak vagy ionaramok-
nak tulajdonitani. A hasonlésag azonban lehet koincidencia is és ezért a retar-
dacié valtozast megvizsgaltak fesziiltségzar 1épések alatt is (7. abra). Hiper-
polarizalé 1épés alatt az ionaramok igen csekélyek voltak és nem volt permeabi-
litas valtozas, csak a membranpotencial valtozott. A retardacié névekedése,
ugyanazt az id&beli lefutast mutatta, mint a potencialé, ezért potencial fiig-
gbségre mutatott. Azonban a retardacié valtozas, ami a depolarizacié alatt
zajlott le, sokkal komplikaltabb volt. Nemcsak hogy kisebb volt, mint a hiper-
polarizacios 1épés alatti valtozas, de alakja sem volt egyenes vonald, egy része
az id6beli lefutasnak hasonlitott az aram lefutasahoz. Feltételezték ekkor,
hogy aretardacié valtozas is potencial fiiggd, de ez csak a fesziiltségzar médszer
miatt van igy. Mas kisérletben megfelel6 metodikai valtoztatasokkal kimutat-
tak, hogy a depolarizaciés lépés sokkal inkabb egyenes vonali volt. Ezek
alapjan jutottak a kivetkeztetésre, hogy a retardacié valtozas potencial fiiggd.
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7. dbra. KettSstorés valtozasok fesziiltségzar lépések alatt L. forbesi 6rids axonon. A.: fesziilt-
ség regisztratum, B.: dram regisztratum, C, D.: kettdstorés. Hiperpolarizicio lefelé mutat
[CoHEN és mtsai J. Physiol. 218, 205 (1971)]

Ez a kovetkeztetés természetesen sok bizonytalansigot rejt magaban, mar
csak a metodikai nehézségek miatt is, masrészt pedig amiatt, hogy a retardacié
valtozas nem volt teljesen egyenes vonali.

Amikor kiilonb6z8 nagysaga potencial lépéseket alkalmaztak és a mért
retardaciét abrazoltak a potenciallal szemben, kideriilt, hogy a kettstorés
valtozas a potencial valtozas négyzetével aranyos. A kettstorés valtozasok
kisérleti pontjai, melyeket az ordinatara mértek, egy parabolan fekiisznek,
melynek egy minimuma van 125 mV-tal pozitivabb helyen, mint a membran-
potencial (8. abra).

Hiperpolarizaciés 1épés alatt a potencialkiilonbség 999-a a kiilsé és belsd
elektréd kozott a membranra esik, ezért a membran vékonysaga miatt, 100
mV potencialkiilonbség esetén raesé potencial gradiens 100 000 V/em koriil
van. Valésziniinek latszott ezért, hogy a potencial fiiggd retardaciés valtozas
eredetét az axonmembranban kell keresni. Alatamasztotta ezt az az észlelet is,
hogy a retardacié valtozast nem érintette az axoplazma eltavolitasa és a per-
fizi6, tovabba, hogy hasonlé retardacié valtozasokat mértek elektromos angol-
na elektromos lemezében, tehat egy olyan preparatumban, amelyben nincse-
nek Schwann-sejtek az aktiv membranok kéril. Ha elfogadjuk azt a kovet-
keztetést, hogy a retardacié valtozas eredete a membranban van és feltételez-
ziik, hogy az axonmembran nyugalmi kettstorése hasonlé a mielinéhez, vagy
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8. dbra. A kettOstorés valtozds (ordindta) és a membranpotencidl (abszcissza) dsszefiiggése
[CoHEN és mtsai J. Physiol. 218, 205 (1971)].

a vorosvérsejtekéhez, két tovabbi kovetkeztetés vonhaté: 1. az axonmembran-
nak radialis optikai tengelye van, 2. a becsiilt membranretardacié kb. 19 -a
a teljes axonretardaciénak, silyen médon a frakcionalis valtozas a membran-
retardacicbhan sokkal nagyobb, mint a teljes fényintenzitas frakcionalis
valtozasa.

Az aktualis membranretardacié novekedése akciés potencial alatt kb. 2
tized szazalékra volt becsiilhet§ (CoHEN és mtsai 1970).

ElGzetes eredményck arra mutattak, hogy a membran lipid frakciéja
nem vesz részt a retardacié valtozasban. Osszehasonlitottak a retardacié val-
tozast tengervizben és tengerviz 4+ oktanol, butanol vagy prokain keveréké-
ben. A retardacio valtozast nem érintette 1 mmol oktanol és ugyanezt kaptak
100 mmol butanollal és 10 mmol prokainnal. Skou (1954, 1958) azt talalta,
hogy a butanol, oktanol és prokain megnéveli a lipid egyes rétegek feliileti
nyomasat, masok pedig kimutattak, hogy a butanol néveli a kation permeabili-
tast a lipid rétegeken. igy realisnak latszik az a kovetkeztetés, hogy mind-
harom megvaltoztatja a lipid frakcié tulajdonsagait, de nem befolyasolja a
retardaciét. A legegyszeriibb, bar nem egyediili kévetkeztetés az, hogy a re-
tardéacié valtozashban a membran lipid frakciéja nem vesz részt. BERESZTOVSZKI
és mtsai (1970) ezt a feltevést lipid rétegeken modellkisérletben is igazoltak.

Tetrodotoxin vagy saxitoxin hozzaadasa tengervizben lényegesen meg-
valtoztatta a retardacié valtozast. A valtozas nagysaga hiperpolarizacios 1épés
alatt 2—4-szeres volt és az id8beli lefutas sokkal lassabba valt. A toxinok retar-
daciéra tett hatasa nem volt direkt parhuzamba allithaté j6l ismert hatasuk-
kal a Na permeabilitasra, és tovabbi kisérletek azt mutattak, hogy mas anyagok
hasonlé retardacié valtozasbeli médosulasokat képesek létrehozni (CoHEN
és mtsai 1971). A toxinok hatésai a retardaciéra valészintileg aranylag kis
szami molekulaval valé kolecsonhatasbol erednek. igy pl. HAUSER és mtsai
(1970) djabban azt észlelték, hogy minden alamethicin molekula lipid kettds-
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rétegeken dramai valtozast idézett eld, amely mintegy 600 lipid molekulara
terjedt ki.

A retardacié valtozasok eredete nem vilagos. Két mechanizmus johet
széba, amely a potencial négyzetével valé aranyossigot magyarazhatja. Az
elsd hipotézis azon a tényen alapul, hogy a potencial gradiensben beallé nagy
valtozas djra orientalja a dip6l momentummal rendelkez6 membran moleku-
lakat. Ha ezek optikailag anizotrépok voltak, akkor atrendez8désiik a kettds-
torés valtozasat fogja eredményezni. Ez a Kerr-effektus. A masik magyarazat
az elektrostrikci6 jelenségén alapul. Ahhoz, hogy egy potencialvaltozast hoz-
zunk létre a membrankapacitason keresztiil, a pozitiv és negativ toltések
kozotti vonzéerd a membrant dsszenyomni, vagy dsszehizni torekszik. Ez a
konstriktiv er6 a membrant vékonyabba teszi, ami énmagaban is kettds-
torés valtozasahoz vezethet. Ugyanezt eredményezheti a membran molekulai-
nak atrendez8dése is. Noha az eddigi szamitasok szerint mindkét mechanizmus
quantitative plauzibilis, tovabbi kisérletek sziikségesek annak bizonyitasahoz,
hogy ezek a mechanizmusok ténylegesen részt vesznek-e a mért retardacié
valtozasokban.

Ha a Kerr-effektus, vagy egy elektrostriktiv hatas volna felel8s a retar-
daciéért, akkor a dipél orientacié, vagy az elektrostrikcié minimalis értéken
kellene hogy legyen, ha a membranpotencial 0 mV. Meglepd vonasa a 8. abran
mutatott kisérleteknek, hogy a gorbe 125 mV-os depolarizalt potencial érték-
hez képest szimmetrikus, vagyis 60 mV-al pozitivabb a 0 mV-os membran-
potencial értéktsl. Igy a membranon belil 60 mV-os pozitivitast kell 1étre-
hozni a kiilsé oldalhoz képest ahhoz, hogy a retardaciéért felel§snek gondol-
haté feltételezett molekuldk tgy viselkedjenek, mintha zéré potencialon len-
nének. Egy ilyen jelenség magyarazatara fel kell tételezni, hogy fixalt pozitiv
toltések vannak az axonmembranon kiviil, vagy fixalt negativ toltések azon
beliil, tovabba hogy ezek a fixalt téltések hozzajarulnak egy potencial gradiens-
hez a membran kozvetlen kérnyezetében. Ez a potencial, mivel egy vékonyabb
vastagsagra terjed ki, mint maga a membran, eltolédast okoz az igazi membran-
potencial és a mért membranpotencial kozott. CHANDLER a kiils§ pozitiv, vagy
belsé negativ toltések tavolsagat 60 mV eltolédas esetén 15 A-re becsiili. Ton
aram mérések alapjan CHANDLER és mtsai (1965), tovabba Rojas és ATWATER
(1968) feltételezik, hogy a membran bels§ felszinén fixalt negativ toltések
vannak, melyek tavolsaga 27, vagy 40 A. GILBERT és EHRENSTEIN (1969),
MozsajEva és Naumov (1970) viszont arra a kovetkeztetésre jutott, hogy
fixalt negativ toltések a membran kiilsé felszinén 11—18 A tavolsagban van-
nak. Ily médon az drammérésekbdl eredd észleletek azt mutatjak, hogy bels
negativ fixalt toltések 27—40 A, kiilsé negativ fixalt toltések 1118 A tavol-
sagban helyezkednek el. Miutan a kett8storési kisérletek vagy kiils§ pozitiv,
vagy bels6 negativ fix téltéseket tételeznek fel és méghozza nagyobb siirtiség-
gel, a kétféle tipusi eredmény nem magyarazhaté ugyanazon toltésekkel.
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Lehetséges, hogy a fixalt tsltések tedriaja tilsagosan egyszeriisiti a viszonyo-
kat. Mindenesetre a potencialfiiggs fényszoras valtozasok az elmélettdl eltérd
toltéstavolsagot kovetelnek, s jelzik azt is, hogy a fixalt toltések diszkrét ter-
mészetével komolyan kell szamolni.

Fluoreszcencia

1. Kils8 fluoreszcencia

Sok molekula fluoreszcencia spektruma és kvantum hatasfoka fiigg a
kornyezettdl. Ilyen molekuldk spektralis eltolédasokat vagy kvantum-hatés-
fokbeli valtozasokat mutatnak, ha mikrokérnyezetitk megvaltozik. (Viszkozi-
tas, pH, az oldészer polaritasa, mas vegyiiletek jelenléte.) Nem egy ezek koziil
axonfestékként szerepel, tehat képes kotddni él6 axonokhoz.

1964-ben SHTRANKFELD és FRANK arrdl szamolt be, hogy ezer-szazezer
inger 109,-os reverzibilis fluoreszcencia valtozashoz vezetett olyan éridsaxonok-
ban, amelyeket primulinnal festettek. A hasznalt fotografids technika
gyenge id&feloldasa miatt nehéz volt a csokkenés okat meghatéarozni. [jjab-
ban jobb idéfeloldasd késziilékkel Tasakr és mtsai (1968) a kiilsG fluoresz-
cencidban egyes ingerek utéan is észlelt valtozast. Noha 8k elGszor az 1-amino-8-
naftalanszulfonatot (ANS) hasznaltak, 13 mas festékkel is talaltak fluoresz-
cencia valtozasokat (TASAKI és mtsai 1969). A 9. abra egy ilyen kisérlet regiszt-
ratumat mutatja ANS fluoreszcencidval. Noha a fluoreszcencia véltozas némi-
leg lassabbnak latszik, mint az akciés potencial, a késés a hasznalt fénymérd
rendszer iddallandéjanak tulajdonithat6. Bar a fluoreszcencia valtozas jé
parhuzamban all az akciés potenciallal, az egybeesés lehet véletlen miitermék
is. Ezért megvizsgaltak az ANS fluoreszcenciat fesziiltségzar lépések alatt is
(10. abra). A mérések azt mutatjak, hogy az ANS fluoreszcencia valtozasai
kovetik a potencial lépéseket. Hasonlé eredményekre jutottak, ha az ANS-t
mikroinjekeié utjan az axoplazmaéba juttattak. A fluoreszcencia hiperpolari-
zalé lépés alatt csokkent, s kovette a potencialvaltozas id8beli lefutasat.
Depolarizacié alatt a fluoreszcencia valtozas ellentétes el§jelli és azonos id§-
beli lefutasd a hiperpolarizacié alatt tapasztalttal. A fluoreszcencia ebben az
esetben is potencialfiiggének latszik és nem mutatja semmi jelét azoknak a
nagy aramoknak és permeabilitas valtozasoknak, amelyek depolarizacié alatt
zajlanak le. Ezért arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az ANS fluoreszcencia
potencialfiiggs, méghozza linearis jelleggel.

Hasonlé méréseket végeztek 38 mas festékkel és kettd kivételével vala-
mennyi linearis potencialfiiggéséget mutatott. Két festék fluoreszcencia val-
tozasai a potencial négyzetével voltak aranyosak.

A fluoreszcencia valtozasok el8jele fiiggott attél, hogy a festéket az
axonra kiviilrgl, vagy az axonba beliilre alkalmaztak (11. 4bra). Depolarizalé
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9. dbra. Az ANS fluoreszcencia viltozdsa ingeriilet alatt. Vastag vonal: fluoreszcencia, vékony
vonal: akciés potencial. Kalibraciok: feliil j. o.: fluoreszcencia, alul j. o.: fesziiltség, kozépen
alul: id6 [CoHEN és mtsai Biol. Bull. 141, 382 (1971)]
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10. dbra. Az ANS fluoreszcencia valtozdsai fesziiltségzdr 1épések alatt. 1. sor a festék kiviilrél,
2. sor beliilrgl torténs alkalmazdsa kapesdn, 3. sor potencial-, 4. sor: dramregisztratum (COBEN
és mtsai 1. 9. dbra)
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11. @bra. A fluoreszcencia véltozdsok és a membrdnpotencidl Gsszefiiggése a festék kiilsd
(baloldalt) és belss (jobboldalt) alkalmazasa esetén. Ordindta: fajlagos fluoreszcencia valtozas,
abszcissza: membrdnpotencial (COHEN és mtsai 1. 9. dbra).
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1épés esetén a fluoreszcencia csokkenés volt észlelhetd, ha az axon belsejébe
adtak a festéket. Az ANS ilyen szemponthél egyediilallénak latszott, mivel a
tobbi festékek ilyen elGjelvaltozast nem mutattak. Ezt annak tulajdonitottak,
hogy az ANS a membranon igen lassan halad keresztiil.

Az ANS fluoreszcencia valtozasa a nyugalmi intenzitas értékével el-
osztva egyetlen ingerre kb. 107* nagysagrendi volt egy 50 mV-os potencial
valtozas esetén. Bels§ alkalmazaskor ugyanez a valtozas 2 X 107° nagysag-
rendiinek bizonyult.

Miutan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a fluoreszcencia valtozasok
potencialfiiggbek és a legtobb potencial valtozas a membranon keresztiil zajlik
le, gyanithaté, hogy e valtozasok magaban a membranban is torténnek. TAsAKI
és mtsai (1972) erds bizonyitékot hoznak fel arra nézve, hogy az ANS-sel
kapott fluoreszcencia valtozasok pronazzal perfundalt axonokban is eléfordul-
nak. A beliilrgl alkalmazott pronaz megemészti az egész axoplazmat és mivel
az ANS permeabilitisa a membranon keresztiil igen alacsony, semmi mas
nem gyanusithaté a fluoreszcencia valtozasokért, mint maga a membran.

Az els§ kinalkozé feltevés, hogy a membranpotencial gradiense maga az,
ami a fluoreszcencia emissziéra kozvetlen hatast gyakorol. TAsAkI és mtsai
(1972) szerint az elektromos mez8 nem elég nagy, hogy az ANS molekula at-
térjen az alapallasbol az elsG gerjesztett singlet allapotba és arra a kovetkez-
tetésre jutnak, hogy a fluoreszcencia valtozas nem lehet a potencial valtozas
kovetkezménye. Mivel azonban az ANS molekulaban az els§ excitalt singlet és
az elsé excitalt triplet allapot valészintileg kozel fekszik energiajaban, a poten-
cialnak egy csekély differencialis hatasa elegendd lehet a két allapot kozotti
kvantum hatasfokbeli kiillonbhségét realizalni és igy a fluoreszcencia valtozaso-
kat el8idézni.

A fluoreszcencia valtozas azonban sokkal lassibb, mint a gerjesztett
allapotba val6 atmenet, (1 usec) igy nem valészinti, hogy magyarazatként szol-
galhat. Ugyanigy nem vezethet8 vissza a jelenség az ANS molekula dipélus-
momentumara és elfordulasara sem. Az ANS koncentracié valtozasaval kap-
csolatos teéria mar helyesen megmondja, hogy az ANS koncentracionak és
a fluoreszcencianak a membranban depolarizacié hatéasara fokozédnia kell.
Ha az ANS a membranon beliil foglal helyet, depolarizacié csokkenti a fluo-
reszcenciat.

Mindeme trivialis magyarazatoknak az a kézos hibaja, hogy az ANS
molekula tulajdonsagaibdl vezetik le a jelenséget és nem tiikrézik a membran-
struktira esetleges médosulasait.

Egy masik anyaggal, a 2-p-toluidinil-6-naftalanszulfonattal (TNS) szintén
végeztek kiterjedt fluoreszcencia méréseket. Az ingeriiletre bekovetkezd fluor-
eszcencia valtozas ittis potencialfiiggének mutatkozott, s egyszersmind arra is
fényt deritett, hogy az axonok optikai tengelye radialis irany1. A fluoreszcencia
valtozasok okaranézve a TINS-sel végzett kisérletek sem vetettek tobb fényt.
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Fényszorodds

A fényszérédas jelensége a torésmutaté inhomogenitasabol adédik,
molekularis, szubcellularis, cellularis vagy makroszképos szinten és gyakran
hasznalatos részecskék nagysidganak meghatarozasara, tovabba térfogat-
valtozasok mérésére.

A fényszorédas jelensége hegyes és derékszoghen beesd fényben egyarant
észlelhetd. A 12. abra CoBEN és mtsai (1972) egy kisérletét mutatja, melyen a
vastag zajos vonal a fényszérédast, annak novekedését, a vékony vonal az
akcidés potencialt jelzi. A jelenség annyiban kiilonbozik a kettdstoréstdl, és a
fluoreszcenciatél, hogy van egy lassan emelked§ masodik komponense, ami az
akciés potencial csicsa utan 20 msec-mal éri el maximumat.

Megismételték a kisérletet fesziiltségzar (voltage clamp) kériillményei
kozott is. A 13. abra tanusaga szerint hiperpolarizacié fényszérédas valtozast
alig okozott, mig depolarizacié alatt jelentds fokozédas mutatkozott. Az volt
tovabbiakban a kérdés, hogy a novekedés potencial- vagy permeabilitas fiiggd-e.

I 2x1077

|50mv

S 1msec

12. dbra. A fényszéras valtozds osszefiiggése az ingeriilettel L. forbesi 6rids axonon. Vastag
vonal: fényszéras, vékony vonal: akeiés potencidl [COHEN és mtsai J. Physiol. 224, 701 (1972)]
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13. dbra. A fényszoérds valtozdsai fesziiltségzarlépések alatt L. forbesi 6rids axonon. Feliil:
fényszords, kozépen: fesziiltség-, alul: dramregisztratum [COHEN és mtsai J. Physiol. 224, 727

(1972)]
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14. dbra. A fényszoéras valtozasai 50 mV és 92 mV fesziiltségzar lépések alatt. Jelolések ugyan-
azok, mint a 13. abrdn [COHEN és mtsai J. Physiol. 224, 727 (1972)]

Ennek eldéntésére 50 és 92 mV-os depolarizalé potencial ugrasokat végeztek
(14. abra). 50 mV depolarizacié esetén nagy Na permeabilitas fokozédas és erds
befelé iranyulé aram volt, 92 mV-nil azonban — mely bar névelte a permea-
bilitast, Na bearamlast mar nem okozott — (a potencial kozel jart a Na-ionok
ekvilibrium potencialjdhoz) mar nem volt lényeges fényszérédas fokozédas.
Igy a fényszérédas novekedés dramfiiggonek bizonyult. Ertéke azonban nem
az aram pillanatnyi intenzitasaval, hanem annak id8 szerinti integraljaval volt
aranyos.

A jelenség magyarazatara két feltevés van. Egyik szerint (GIRARDIER és
mtsai (1963), BARRY és HopE (1969) a fényszérédas valtozas oka a hidratacids
vizeffektus. Ha ionok lépnek at a membranon, azok hidrataciés viziket
magukkal viszik az axonmembran és a Schwann-sejtek kézotti 100 A-6s réshe.
Ez térfogatndvekedéssel jar.

Masik magyarazat az atviteli szam-effektuson alapul. Ha 100 K-ion
kilép a membranon, akkor ennek hatasara 40 Na-ion 1ép be az elektrédba és
60-Cl-ion 1ép ki abbél. Ez a KCl koncentraciéjanak novekedésére vezet a peri-
axondlis térben. Ozmotikus gradiens keletkezik, mely szintén térfogatniveke-
dést okoz.

Azt, hogy a két feltevés koziil melyik all kozelebb a valésaghoz, a kovet-
kez§ kisérlettel ellengrizték. A mikroelektrédot isethionat-glutaméat Na-séja-
nak keverékével toltotték. Ezek az ionok lényegesen kisebb mozgékonysaguak,
mint a Cl-ion. A fényszérédas novekedés ilyen koriilmények kozott 29 -+ 59,-
kal kisebb volt. Az elméletileg szamitott csokkenés 369, amivel a kisérleti
adatok j6 egyezésben vannak. A folyamat természetesen lassubb, mint az ion-
aramok, s mivel a fényszérédas valtozas utébbiak kévetkezménye, az aram idé
szerinti integraljanak aranyaban 1ép fel. A viz diffdziésebességét szamitasba
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véve (10 msec idGallandéval) az eredmény realis. Szerzfk tehat egy ionaram-
fiiggd jelenséget fedeztek fel. A membran struktira valtozasaira nézve azon-
ban ez sem mond sokat. Talan metodikaja alkalmazhaté tovabbiakban az
idegingeriilet detektalasara.

Erdekes kisérletsorozatokat végeztek ultraibolya abszorpciéra, infra-
vords emissziéra és abszorpciéra nézve is. Az ingeriilet folyamata mindeme
jelenségekben valtozast okozott. Részletesebb elemzésiik f6ként a membran
struktira valtozasai viszonylataban hianyzik.
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