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1. Bevezetés

Eddigi ismereteink szerint az enzimaktivitas szabalyozasanak két alap-
vetd mechanizmusa kiilonboztethetd meg: az egyik szabalyozé ligandok
(aktivatorok és inhibitorok) megkotésén, a masik az enzimek enzimek altal
katalizalt kovalens mdédositasan alapszik.

A glikogént mobilizal6 foszforilaz (EC. 2.4.1.1.) szabalyozasaban mind-
két mechanizmus megtaldlhat6. Ennek az enzimnek az aktivalasa vagy AMP-
vel torténik allosztérikusan, vagy foszforilacié utjan bekovetkez8 kovalens
mdédositassal. Az aktiv forma inhibitorokkal allosztérikusan géatolhatd, illetve
defoszforilacioval inaktivalhaté. A foszfat beépiilését a foszforilaz-kinaz,
kihasitasat a foszforilaz-foszfataz enzim végzi. A foszforildlatlan és a foszfori-
lalt alak, (foszforilaz b és foszforilaz a) aktivitasanak effektorokkal torténd
szabalyozasa, valamint az atalakitast katalizalé enzimek sajatsagai mar jol
ismertek (Graves, Wane, 1972).

Megmagyarazatlan maradt azonban néhany fiziolégiai jelenség a gliko-
gén mobilizicigjaval kapcsolatban. Igy pl. a foszforilaz b aktivitasa in vivo
legalabb két nagysagrenddel kisebb, mint in vitro (az izomban levé AMP és
ATP koncentracié szimulalasa esetén). Emiatt olyan integralt enzimrendszerek
utan kutattak, amelyek magasabb organizaltsaguk révén a sejtben el6fordulé
,nativ’’ enzimek tulajdonsagait jobban megérzik s az el§z8 jelenségre is ma-
gyarazatot adnak.

Sikeriilt nyilizombél olyan glikogénpartikulakat izolalni — harom
kiilonb6z6 eljarassal is —, amelyek a glikogén mellett a glikogént lebonté és
szintetizalé enzimeket is tartalmazzak protein-glikogén komplex forméjaban
(MEYER et al. 1970). A haromféle izolalasi lehetdség arra mutatott, hogy a
nyert fehérje-glikogén komplex nem miitermék, hanem a sejt strukturalis-
funkcionalis egysége.

Ez a protein-glikogén komplex Ca?t, Mg?t és ATP hatasara gyors
enzimatikus valtozasokkal reagalt (1. abra).

A partikulaban levd foszforilaz aktivalédasa és inaktivalédasa az €16
izomhoz hasonlé sebességgel jatszédott le. Az aktivalashoz ugyanakkora
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1. dgbra. Cat*, Mg*t+ és ATP hatdsa a protein-glikogén komplex foszforiliz aktivitdsira

Ca?* koncentracié (2x10-% M) volt sziikséges, mint amekkora az izomban
kontrakcié alkalmaval felszabadul. Ez a Ca?* koncentracié egy nagysag-
renddel nagyobb, mint amennyi a tiszta enzimet aktivalni képes. Jellemzi ezt a
komplex rendszert az is, hogy benne a foszforilaz csak részlegesen foszfori-
lalédik — az in vivo viszonyokhoz hasonléan. A komplexben képzsdé hibrid
foszforilaz inhibitorokkal szemben (gluk6z-6-foszfat) érzékeny marad, s ebben
ismét kiillonbézik az in vitro létrehozhaté, teljesen foszforilalt foszforilaz a-tél,
amely inhibitorokkal szemben érzéketlen.

A protein-glikogén komplexben levé koncentralt enzimek egymésra
olyan kélesonhatast gyakorolnak, amely felhigitott allapotban, illetve az
izolalt enzimekben nem észlelhetd. igy példaul a foszforilaz a-t defoszforilals
foszfatdzi valamilyen fehérje—fehérje kolesonhatéas szabalyozhatja a protein-
glikogén komplex koncentrilt oldatdban. Ennek az dj regulaciénak héarom
alapvetd megnyilvanulasat figyelték meg: egyrészt a foszfatdz gatlédik a
komplexben lejatsz6dé foszforilacié ideje alatt; masrészt a foszfataz affini-
tasa csokken a szubsztratként alkalmazott foszforilaz a irant; harmadszor a
foszfataz AMP-vel és IMP-vel valé gatolhatésiga megsziinik a komplexben.
Mindharom effektus elmarad, ha a glikogén-protein komplex szuszpenziét
nagymértékben felhigitjadk, tehat a proteinek egymasra gyakorolt koéleson-
hatasanak megsziintetésével.

A komplexben levg tobbi enzim koziil a foszforilaz b is alapvet§ valtozast
szenved a fehérjék kolesonhatdsa kovetkeztében. Amig a partikulak higitott
szuszpenziéjaban a foszforilaz b AMP-vel nagymértékben aktivalhaté — a
tiszta foszforilaz b-hez hasonléan —, addig a protein-glikogén komplex témény
szuszpenziéjaban az AMP aktivalé hatdsa nem érvényesil, vagy legaldbbis
nagymértékben mérséklédik.
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Az djabb szakirodalom mar glikolitikus enzimek kozotti komplex-
képz8désrdl is emlitést tesz (CLARKE és MAsTERs, 1973, FoLp1 et al., 1973.)
Ezek a beszamolék azonban arra szoritkoznak, hogy fizikai-kémiai médsze-
rekkel kimutassak a kiilonbo6z8 enzimek asszocialédasat, de nem térnek ki az
enzimek katalitikus tulajdonsigainak ekézben végbemend valtozasaira, tehat
nem targyaljak a szupramolekularis szervezddésnek a reguldciéra gyakorolt
hatasat. A debreceni Orvosi Vegytani Intézetben végzett kutatasok elsGsorban
erre iranyultak.

2. Fehérje kolcsonhatds a foszforildz-foszfatdz és a foszforilaz-kindz kozott

Kisérleteink az el6zGekben ismertetett megfigyelések alapjan indultak
el azzal a munkahipotézissel, hogy a foszforilaz-kinaz lehet azon fehérjék
egyike, amely a foszfatdz reakcié gatlasat okozza a glikogén partikulakban
(kolesonhatasba lépve a jelenlevd foszforilaz-kinazzal).

Vizsgalatainkhoz nyul vazizombdél elGallitott foszforilaz b-t (KREBs,
FiscrER, 1962), nagymértékben tisztitott ,nemaktivalt” foszforilaz-kinazt
(DELANGE et al. 1968), és 3?P-vel jelzett foszforilaz a-t hasznéltunk. Foszfori-
laz a-t foszforilaz b-bél allitottunk el6 foszforilaz-kinaz és gamma jelzett ATP
segitségével KREBS és mtsai médszere szerint (KREBs et al. 1964). A foszforilaz
a-t haromszori atkristalyositas utan hasznaltuk fel.

Foszforilaz-foszfataz preparatumként Sephadex G—25 oszlopon gél-
filtralt nydl izomhomogenizatumot hasznaltunk, amelybdl a foszforilaz-kinazt
elézetesen eltavolitottuk a homogenizatum pH 6,1-re valé beillitisa és az
izoelektromos csapadék centrifugiliasa ttjan.

Elgszor a foszforilaz-kindznak a foszfataz reakcidra kifejtett hatasat
tanulmanyoztuk a szubsztratul szolgalé foszforilaz a koncentraciéjanak val-
toztatasa mellett (2. abra).

A 2. 4bra a foszfataz enzim szubsztrat-telitési gorbéjét tinteti fel kinaz
tavollétében és haromféle koncentraciéji kinaz jelenlétében. A foszfataz
aktivitasat a %2P-vel jelzett foszforilaz a-bél kihasadé izotép foszfat meghata-
rozasaval mértiik.

Az abrabdéllathatd, hogy a nem-aktivalt kinaz gatolja a foszfataz aktivita-
sat. A gatlas mértéke a kinaz koncentracisjatol fiigg. A gatlas jellegének megal-
lapitasara az eredményeket Lineweaver és Burk szerint is abrazoltuk (3. abra).

A 3. abrabél lathatd, hogy a kinaz koncentraciéjatol fiiggéen nagy-
mértékben csokkenti a foszfataz foszforiliz a iranti affinitasit, de nem befo-
lyasolja a foszfatdz reakcié Viax értékét.

A nem-aktivalt kinaz altal okozott gatlas tehat kompetitiv a foszforilaz
a-val szemben.

A foszfataz K, értékének kinaz koncentraciétol valé fiiggését a 4. abran
tiintettiik fel.

4 MTA Biol. Osst. Kidl. 18, (1975)
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3. dbra. A foszforilaz-kindz foszfatdzt gatlé hatdsa LINEWEAVER—BURK szerint

Az abrabél lathaté, hogy a kinaz koncentraciéjanak novelésével foko-
z6d6 mértékben nd a foszfataz foszforilaz a iranti K., értéke. Az alkalmazott
legnagyobb kinaz koncentracié mellett (2 mg/ml) az emelkedés mintegy
11-szeres. Eredményeink j6 6sszhangban vannak HASCHKE és mtsai (1972)
megfigyelésével, amely szerint a glikogén partikuldk tomény szuszpenziéja-
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4. abra. A foszforilaz-kinidz hatasa a foszfatdz Km értékére

ban a foszfataz K, értéke a foszforilaz a irént jelentSsen (mintegy 15-szor)
nagyobb, mint a szuszpenzié 100-szoros higitasaban, a tomény rendszerben
felléps fehérje kolesonhatas kovetkeztében.

A foszfataz reakciora kifejtett gatlé hatas jellemzésére meghataroztuk
az inhibitor éllandé értékét is. Ennek érdekében a reakcidsebesség reciprok
értékét a kinaz koncentracié fiiggvényében abrazoltuk Dixon szerint. Azonban
nem egyeneseket, hanem hiperbolikat kaptunk, s ily médon a K; értéke nem
volt meghatarozhaté. Ha azonban a reakciésebesség reciprok értékét az inhi-
bitor koncentracié négyzetével szemben tiintetjiik fel, akkor mar egyenesekhez
jutottunk (5. abra).

Az 5. abrabol lathaté, hogy az egyenesek egy metszéspontban talédlkoz-
nak s ebbél a K; értéke 0,77 mg/ml kinaznak felel meg.

Eredményeink alapjan tehat tgy tiinik, hogy a nem-aktivalt kinaz a
foszfataz aktivitasat fehérje—fehérje kolesonhatds révén szabalyozza gy,
hogy a foszforilaz a-val vetélkedik a foszfataz feliiletén.

3. A foszforildz, foszforilaz-kinaz és foszforilaz-foszfatdz komplexképzésének kimu-
tatdsa frontal gélfiltralassal

Az el6z6 fejezetben kozolt vizsgalataink szerint a foszforilaz rendszer
enzimei kozott fehérje—fehérje kolesonhatas jon 1étre in vitro. Mivel a protein-
glikogén partikulak izolalasa izomhomogenizatumbél valészintivé tette, hogy

4* MTA Biol. Osst. Kazl. 18, (1975)
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5. d@bra. A foszforildz-kinaz K; értékének meghatérozédsa

a fehérje—fehérje kolesonhatéas a sejtben in vivo is megvalésul, tovabbi vizs-
galatainkkal a foszforilaz és a foszforilazt atalakit6 enzimek komplexképzddését
a sejt viszonyaihoz kozel all6, tomény izomhomogenizatumban kivantuk
kimutatni.

Fehérje asszocidtumok (fehérje komplexek) tomény homogenizitumban
valé kimutatasara alkalmas eljaras a frontal gélfiltralas (CHIANCONE et al.,
1968 és FoLp1 et al., 1973), mivel ez a médszer lehetdvé teszi a fehérjék mole-
kulasilydnak meghatérozasat a szovethomogenizatum nagyobb mértéki
tisztitdsa és higitasa nélkil is. Ez azért jelent8s, mert a tisztitas és higitas a
komplexek széteséséhez vezethet.

Kisérleteinkben frontal gélfiltralasra Sepharose 2B oszlopokat hasznal-
tunk, amelyeket szobah§mérsékleten 100 mM szacharéz — 20 mM glicerofosz-
fat (pH 6,8) oldattal ekvilibraltunk. Homogenizdtumot friss nyilizombél

MTA Biol. Osst. Kézl. 18, (1975)



FOSZFORILAZ ES A FOSZFORILAZT ATALAKITO ENZIMEK SZERVEZODESE 403

l-szeres térfogati szacharéz-glicerofoszfat (pH 6,8) pufferrel készitettiink,
amely centrifugalés, 30°-on végzett hkezelés és Gjabb centrifugalas utan alkal-
mas frontal gélfiltralasra. Az oszloprél lejové eluatumot frakcickba gytjtot-
tiik és az egyes frakciokban az enzimek mennyiségét aktivitasuk alapjan ha-
taroztuk meg (foszforilaz-kinaz aktivitast BrROSTROM és mtsai szerint (1971),
foszforilaz b és foszfataz aktivitast a mar ismertetett m6don mértiink).

Nyilizom homogenizatum frontal gélfiltraciéjanak eredményét és az
osszehasonlitasként végzett kristalyos foszforilaz b gélfiltraciéjat a 6. abran
tiintettiik fel.
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6. dbra. Nytlizom homogenizdtum és kristalyos foszforilaz b frontal gélfiltrdlasa
o— — —o foszforilaz b aktivitas

Az abrabél lathaté, hogy a nyers izomhomogenizatumban levd fosz-
forilaz b a gélfiltralas soran mar azokban a frakcitkban megjelenik, amelyek-
ben a foszforiliznal jéval nagyobb molekulasilyi anyagok elualédhatnak.
A kristalyos foszforilaz b oldataval végzett kontroll gélfiltrilas alkalmaval az
aktivitas joval kés6bbi frakciokban, nagyobb eliciés térfogat atfolyasa utan
jelenik meg.

A gélfiltralasi gorbék inflexiés pontja, illetve az ebbdl szamitott eltcids
térfogat (V.), valamint holt térfogat (V,) alapjan meghatarozhaté az elualt
fehérjék latszélagos molekulasilya (Fiscuer, 1969). A nyers izomhomogeni-
zatumban levd foszforilaz 780 000 molekulasilyd komplexnek bizonyult,
mig a kristalyos foszforilaz b az irodalmi értékkel megegyezs 195 000 mole-
kulasilyt mutatott (DEVincEnzi, HEDRICK, 1967).

Az izomhomogenizatumban észlelt magas molekulasilyd komplexekrél
feltehets volt, hogy az a foszforilaz b-nek foszforilaz-kinéazzal és foszforilaz-
foszfatazzal alkotott asszocidtuma. Feltevésiink igazoldasara a nyers izom-
homogenizatumbdl eltavolitottuk a foszforilaz b mell§l a foszforilaz-kinazt és

MTA Biol. Osst. Kizl. 18, (1975)
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a foszfatazt. A kinaz pH 6,1-en, a foszfataz pH 5,1-en valaszthaté le izoelektro-
mos csapadék formijédban és centrifugalassal elkiilonithet8, mig a foszforilaz
b a feliliszéban marad. Ilyen médon két kiilon frakciéban tavolitottuk el
elébb a kinazt, ezt kovetGen a foszfatazt, s mindkét felilliszéval frontal gél-
filtraciét végeztiink s meghataroztuk a foszforilaz b latszélagos molekulasilyat
(1. tablazat).

1. tablazat

A foszforilaz-kindz és foszfatdz eltdvolitisdnak hatdsa az izomhomogenizatum
foszforildz b komplexére

Foszforilaz b

latsz6lagos

molekulastilya
nyers izomhomogenizatum 780 000
pH 6,1 feliilaszo 300 000
pH 5.1 feliilaszé 185 000
kristalyos foszforilaz b 195 000

A tablazat adatai szerint a nyers homogenizatumban komplex alakban
levd foszforilaz b latszélagos molekulasilya a kinaz eltavolitasaval nagy mér-
tékben csokken, ezt kovetden a foszfataz kicsapasa mar csak kisebb molekula-
sily csokkenést okoz. Ezen két enzim levalasztasa utin (ami természetesen
sok mas fehérje eltavolitasat is jelenti) a foszforilaz b latszélagos molekula-
silya a kristalyos enzimmel megegyezdvé valik.

A komplex meghontasa alapjan kapott eredményeink valészintisitették
azt a feltevésiinket, hogy a nyers izomhomogenizatumban a foszforilaz b a
foszforilaz-kinazzal és a foszforilaz-foszfatazzal alkot komplexet és ennek
kovetkeztében jelenik meg aktivitisa a nagy molekulasilyd frakciokban.
Feltevésiink tovabbi megerdsitésére a nyers izomhomogenizatum frontal gél-
filtralasat megismételve az egyes frakcickban nemecsak foszforilaz, hanem fosz-
forilaz-kinaz és foszforilaz-foszfataz aktivitast is mértink (7. abra).

Amint a 7. 4bra mutatja azok a frakciok, amelyek foszforilaz b-t tartal-
maznak foszforilaz-kinaz és foszfatdz aktivitassal is rendelkeznek. A fosz-
forilaz b magas molekulasilya (780 000) els6sorban a nagy molekulasilyd
foszforilaz-kinazzal valé komplexalkotasnak tulajdonithat6. Az abran lat-
haté frontilanalizis szerint a foszforilaz-kindz egy része még nem tartalmaz
foszforilaz b-t, enélkil elualédik. Megfigyelhetd, hogy a foszforilaz-kinaz
eliciéjaval parhuzamosan a foszforilaz-foszfataz is megjelenik, ami a kinaz és
foszfataz kolesonhatasira mutat. Ennek az elicié kezdetén megjelend asszoci-
atumnak magas molekulasilya (kb. 2,3 millié) valésziniileg glikogén jelen-
1étének tulajdonithats. ‘

Mivel eredményeink szerint az izomhomogenizaitumban a foszforilaz és
a foszforilazt atalakité enzimek egymashoz kapcsolédva, komplexet alkotva

MTA Biol. Oszt. Kozl. 18, (1975)
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7. dbra. Foszforilaz-kindz, foszfatiz és foszforiliz b kimutatdsa nytlizom kivonat frontil

gélfiltralasa sordan
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® 0O foszfatdz aktivitas

fordulnak el3, érdemesnek latszott megvizsgalni, hogy ezen enzimek tisztitott
formaban is képesek-e komplex alkotasara.

Kristalyos foszforilaz b és nagy mértékben tisztitott foszforildz-kinaz
preparatumot az eddig hasznalt izomhomogenizitumhoz hasonlé koncentra-
cioban kevertiink ossze és a keveréket frontal gélfiltralassal tanulmanyoztuk
osszevetve a tiszta foszforilaz b eldcigjaval (8. abra).

A 8. abrabdl lathatd, hogy a foszforiliz b a keverékbdl is a kinazzal
egyiitt elualédik. A komplexnek az inflexiés pontbél, illetve az eliciés tér-
fogatbél szamitott latszélagos molekulasiilya ez alkalommal is jéval nagyobb-
nak bizonyult (kb. 700 000), mint a tiszta foszforilaz b molekulasilya. Eszerint
a tisztitott enzimek is képesek kolcsonhatéasba lépni egymassal, azaz protein—
protein komplexet alkotni. Ebben mar nem jatszhat szerepet a glikogén, mivel
a preparatumok nem tartalmaztik kimutathaté mennyiségben.

Erdekessége a tisztitott preparatumokkal végzett kisérletnek az is, hogy
a kinaz és a foszforilaz b minden frakciéban egyiitt jelenik meg, valamint az,
hogy hianyzik a kindz magas molekulasilyi asszociatuma. Lehetséges, hogy
a kinaz ezen tulajdonsigat vagy az enzim preparaldsa soran vagy a glikogén
eltavolitasa kovetkeztében veszti el.

4. Kovetkeztetések

Kisérleteink soran bebizonyosodott, hogy a glikogén mobilizacié kules
enzime, a foszforilaz, és az aktivalasat és inaktivalasat katalizilo enzimek
kolecsonhatasba léphetnek egymassal az intracellularisan eléfordulé magas

MTA Biol. Osst. Kisl. 18, (1975)
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8. abra. Foszforilaz-kinaz és foszforilaz b prepardtumok keverékének frontal gélfiltralasa
0 o foszforildz b; X ——— x foszforildz-kindz aktivitas

koncentracick mellett. Ezen kolesonhatasok kovetkeztében nagy molekulaji
komplexek képz&dnek és igy a sejten belil az egymast atalakité enzimek
kompartmentalizaciéja kovetkezhet be, noha a sejt szolubilis frakciéjat alkot-
jak. Ezeknek az enzimfehérjéknek egymasra gyakorolt kolesonhatésa djabb
regulaciés lehet8ségeket rejt magaban. Igy pl. a foszforilaz-kinaz foszfataz
aktivitast gatlé hatéasa szabalyozé szerepet jatszhat a foszforilaz a foszforilaz
b-bél valé képz&dése soran, amennyiben meggatolja a foszforilaz a idé el6tti
elbomlasat. Kérdéses azonban, hogyan szlinik meg a foszfataz gatoltsaga
az izom stimulalasat kovetGen.

Valészintinek latszik, hogy a glikogénanyagcsere mas enzimei is, elsg-
sorban a glikogénszintetdz és atalakité enzimei, ehhez hasonlé komplexek
alkotasadban vehetnek részt. Ezek az 1ij fehérje—fehérje kolesonhatéson ala-

pulé rendszerek felteheten jelentds szerepet jatszanak a sejt anyageseréjének
szabalyozasaban.
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