TRANSZPORT-ADENOZINTRIFOSZFATAZ MODELLEK
Somocyr JANOs*

Semmelweis Orvostudomdnyi Egyetem, Kisérleti Kutaté Laboratérium

Az elmilt 20 év alatt szamos prébalkozas tortént az aktiv Na*t transz-
portra vonatkozé elméletek oOsszefoglalasara egy-egy elfogadhaté modell
formajaban. Annak ellenére, hogy az ezen a teriileten végzett munka ériasi,
s ismereteink bgviilése igen jelentds, mégis mai ismeretanyagunk még mindig
nem elegendé egy pontos molekuldris mechanizmust magaban foglalé modell
kialakitasara. A modellek elkészitésére két ut kinalkozott. Vagy elsGsorban
az aktiv iontranszport vizsgalata kapcsan nyert eredményeket igyekeztek
osszhangba hozni az elképzelt modell mikddésével, vagy pedig a membran
kotott transzport ATPaz miikédésének megismert részleteire fektették a f8
stilyt a modell elkészitésében. Az els6 tipusi modellek j6l egyeznek a kinetikai
és stochiometrias mérések eredményeivel, de a carrier természetérgl keveset
tartalmaznak, a masodik elképzelés szerint késziilt modellek a molekularis
mechanizmusra 6sszpontosulnak, s ardnylag kevés kinetikai paramétert tartal-
maznak. A két tipus kozotti eltérések elssorban a még nem pontosan ismert
részletekkel kapcsolatosak.

Az alibb ismertetésre keriil§ modellek alig foglalkoznak a néatrium
pumpa kinetikai jellemzdgivel, inkabb a Na*t és K+ transzport molekularis
mechanizmusat prébaljak ismertetni, és elssorban a Nat -+ K+ aktivalhato
ATPaz miikodésével kapesolatos ismereteinket tiikrozik.

Az aktiv iontranszport és a transzport ATPaz behaté, sok részletet
feltaré vizsgalata alapjan ma mar nehezen lenne vitathaté az a megallapita-
sunk, hogy a ,,Na-pumpa” a transzport ATPaz révén mikodik. Az 1. abra
nem az elképzelt modellekre vonatkozik, hanem kizarélag azokat az alap
osszefiiggéseket tiinteti fel, melyeket egy ilyen modell megszerkesztésénél
figyelembe kell venniink. A legfontosabb ismérvek a kovetkezdk: Mikézben
3Na* 2K *-ra cserélédik ki a membranon keresztiil, 1 ATP bomlik le ADP-re
és anorganikus foszfatra. A Na® — K* kicserél§dés kizardlag az intracellularis
ATP energiajanak segitségével torténik, s a keletkez6 ADP és anorganikus P

* Jelenlegi munkahely: Semmelweis Orvostudomanyi Egyetem I. Kémiai-Biokémiai
Intézet.
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szintén intracellularisan marad. A Na® — K * aktiv transzport egy lipoprotein
membranon keresztiil térténik, s egyarant fiigg mind az intracellularis, mind
az extracellularis monovalens kation-koncentraciéktol.

Egy pontos modell megszerkesztését elsGsorban az a kériilmény akada-
lyozza, hogy bar elég kimeritGen ismerjiik az iontranszport torvényszerilségeit,
tovabba igen sok és részletes adattal rendelkeziink a transzport ATPaz miiks-
désérdl, semmit vagy rendkiviil keveset tudunk arrél a struktirarél, ahol a
transzport rendszer mikédik. Nemesak az ATPazt magédban foglalé membran-
struktirarél tudunk keveset, de ismereteink annak eldéntésére sem elegenddk,
hogy a Na™ ill. K+ szadmara azonos, vagy kiilonb6z6 kotShelyekkel rendel-
kezik-e a transzport rendszer. Amennyiben a két6helyek azonosak, fel kell
tételezniink, hogy ezeknek a kétShelyeknek az affinitasa valtozik Na* ill. K+*
irant a transzport folyaman. A ciklikus affinitasvaltozast pedig a membranban
lokalizalt transzport rendszer konformaciéjanak ciklikus valtozasaval magya-
razhatjuk. Az elmilt évek folyaman szamosan bizonyitottak, hogy a Na* -
K *-aktivalhaté6 ATPaz rendszer konformaciéja valtozik az enzimrendszer
mikodése folyaman.

Miel6tt az enzimatikus transzportmodelleket részleteiben is targyalnanlk,
sziikségesnek latszik, hogy roviden osszefoglaljuk a Na*t K*-aktivélhat&,
ATPéaz reakciémechanizmusira vonatkozé ismereteinket, annal is inkabb,
mivel transzport ATPaz modellek alapjat éppen ez a mechanizmus képezi.

A pillanatnyilag leginkabb elfogadhaté6 ATPaz reakciémechanizmus
elsGsorban ALBERS, illetve PosT munkacsoportjainak vizsgalatai alapjan készit-
hetd el. Az altaluk javasolt mechanizmust, kiegészitve az ATP kotddésének
feltiintetésével, a 2. abran lathatjuk. Elképzelésink szerint az enzim elsd
lépésben megkoti a ATP-t, majd megfelels Mg+ + koncentracié mellett kialakult
E; konformacié Na* jelenlétében egy nagyenergiaja E;~P-t képez. Ezirrever:
zibilisen atalakulva egy masik konformaciéji E,-P-vé, K+ jelenlétébhen
defoszforilalt enzimmé és anorganikus foszfattd bomlik el. A keletkezett ’E
reverzibilisen képes visszaalakulni E,-gyé. Az E, katalizalja az ATP— QQDP
kicserélgdési reakeiét, mig az E, @in. K*-dependens neutralis foszfatazként is
képes miikodni. Szivglikozidok ]elenleteben az E,-bdl alakul ki egy Valoszllnuleg
az el6z6ktdl eltérd konformaciéji E’-strofantin komplex, mely az ATP. termi-
nalis foszfatjat nem, de anorganikus foszfatot képes kovalens kotéssel: meg-,
kotni, és vizzel ezt a kotést elhidrolizalni. A transzport ATPaz mukodesenek
részleteivel jelenleg nem foglalkozunk, ezzel kapcsolatosan utalnék egy korabb]
membran munkaértekezlet magyar nyelvii anyagira (Somocyr, 1968).

A Skou modell
A Skou (1964, 1965) szerkesztette modell abbél az alapelvbél indul ki,

hogy fiziolégias korilmények kozott a membran és az abban mukodo transz-
portrendszer az extra- és intracellularis oldalon egyarant erlntkez_lk a transz-
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portdlandé monovalens kationokkal, méghozza kétdhelyei (o és 1) kiilonhoz§
affinitdsa miatt a két oldalon nem ugyanazon monovalens kationnal. Skou
elképzelését a 3. abran lathatjuk. Amikor az enzimrendszer inaktiv allapotban
van, a membran kiils6 oldalan lev§ o kotdhelyet Na; foglalja el, mely az el§z§
ciklus soran a membran bels§ oldalan levé i kot8helyrél keriilt az o kot8helyre.
Az i kotdhelyet ebben az allapotban a K| foglalja el, mely viszont a membran
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1. dbra. A Na*t -+ K+-aktivalhaté ATPédz mint az aktiv iontranszport carrierje

kiils6 oldalarél keriilt az el6z§ ciklusban a bels§ oldalon levé kétShelyre.
A modellben szereplé n az egy ciklus alatt transzportdlandé Na*, illetve K+
ionok szama. Amikor az enzimrendszer ATP-t kot meg, ez a folyamat — Skou
szerint — aktivalja a transzportrendszert, melynek eredményeként az o kotés-
hely affinitdsa megvaltozik, s a Na*t helyére K* kapcsolédik, ezzel egyidében
az i kotShely affinitasa is megvaltozik, és a K+ az intracellularis oldalra és a
Na* a belsd kot6helyrdl az extracellularis oldal felé mozog, az ATP elhasad
ADP-re és anorganikus foszfatra, s ezaltal az enzim visszakeriil az eredeti
inaktiv allapotaba. Egy j molekula ATP-vel a ciklus ijbél a mar ismertetett
moédon indul el (3. abra. a, b egyenlet). Extracellularis K+ hidnyaban, csak
Na* jelenlétében SKoU szerint az i és az o kotGhelyet egyarant Na* foglalja el.
Ha a rendszerhez ATP kapcsolédik, foszforilalt intermedier, Mg*+ és ADP
keletkezik. Mikézben a foszforilalt intermedier elhasad inaktiv enzimre és
anorganikus foszfatra, a membran két oldalan a két kot8helyhez kapesolédott
natriumok kicserélddnek, de ilyenkor sem az intra-, sem az extracelluléris
monovalens kationkoncentraciék nem valtoznak: nyilvanvaléan ez az ,,affizio-
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16gias™ ciklus eredménytelen (3. abra. c, d egyenlet). A SKoU modell szerint
tehat az enzimrendszer kotShelyeinek affinitasa ATP hatasara megvaltozik
a monovalens kationok irant, de arrél nem tajékoztat, hogy az ATP hogyan
modositja a kotShelyek affinitasat, vagy, hogy milyen mechanizmussal cseré-
18dnek ki a kationok az extracellularis és intracellularis oldal kézétt. Skou
elképzelése szerint az a koériilmény, hogy az intracellularis ATP hatéssal lehet
az extracelluldrisan elhelyezked6 K * kotShelyre, azzal hozhaté sszefiiggésbe,
hogy az ATP képes megviltoztatni az enzimrendszer belsd oldalédn az elektro-
nok eloszlasat. SkoU szerint a kationkét§ helyek olyan anionos csoportok
lehetnek, melyek sztérikus konformaciéjanak, vagy pedig — ahogy azt E1sEn-
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2. @bra. A Na+t és K+-aktividlhaté ATPaz miikodése
E, és E,: a transzport ATPaz kétféle alapkonforméciéja
E’—STR: a transzport ATPaz konformaciéja, amikor strofantint kot meg
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3. dbra. A Skou-féle nitrinm pumpa modell [Skou (1965) nyomén]
TS = a transzportrendszer (ATPA4z) o: a kiilsg, i: a belsd oldala
Na’, Na® = az intra- és extracelluldris natrium
K% = az extracellularis kélium

MAN (1961) is elképzeli — erdtereinek megvaltozasa eredményezi a kationok
iranti affinitds megvaltozasat is. Az utdbbi feltételezés szerint az anionos
csoportok kis erftere nagyobb affinitast biztositana a K*-hoz, mint a Na*
irant, ellenben ha ugyanazon csoportok erdtere né, ez nagyobb affinitasiva
tenné ugyanazt a csoportot Na*-hoz, mint K+ irant.

Mind az anionos csoportok sztérikus konformaciéjat, mind a negativ
toltések erdtereit befolyasolhatja a t6ltés szomszédsidgaban levs elektronok
i

stirtisége. Az elektronok bizonyos eloszlasa egy makromolekulan ebbél ki-
folyélag olyan negativ toltést hozhat létre, melynek nagyobb az affinitdsa
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Na*-hoz, mint a K *-hoz, ugyanazon pillanatban egy masik negativ téltésnek
éppen ellenkezgleg, nagyobb lehet az affinitisa K*-hoz, mint Na™ irant.
Ha a makromolekula elektroneloszlasi rendszere megvaltozik, ez azt eredmé-
nyezheti, hogy a negativ téltések affinitasa megfordul, azaz a korabbi Na*
kotShely affinitasa lecsokken Na* irdant, és né K+ irant, és forditva, a korabbi
K+ kot6hely affinitasa Na*t-hoz nagyobb lesz. Ha ezek a kotShelyek kozel-
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4. dbra. A Post-és mtsai-féle natrium pumpa modell

[PosT és mtsai (1965) nyomén]

E, és E;, = az enzimrendszernek a membran kiils6 és belsd oldaldval érintkezni képes
helyei

E — P = foszforildlt intermedier

esnek egymashoz, elképzelhets, hogy a Na™ és a KT a két kotGhely kozott
kicserélédik, mikézben azok affinitasa megvaltozik. Ha elfogadjuk ezt az
elképzelést, akkor az ATP szerepe a Nat/K* kicserélédésében abban lenne,
hogy megvaltoztatna a makromolekula (azaz a transzportrendszer) kation-
kot§ csoportjainak az erdterét, vagyis a sztérikus konfiguracigjat. Pillanat-
nyilag nem rendelkeziink azonban kézvetlen bizonyitékokkal arra, hogy
az elektronelrendez8dés valtozik-e a transzportciklus folyaman, tehat ez az
elképzelés egyelGre mint a lehetséges magyarazatok egyikeként keriilhet
csak széba.

Foszforilalt intermediert feltételez§ transzport ATPaz modellek

Az elsé transzport ATPaz modellt ALBERS és mtsai 1963-ban készitették.
Elképzelésiik szerint a membranban lev§ specialis pérus intracellularis végén
a carrier foszforilaciéja, az extracellularis végén pedig defoszforilaciéja kovet-
kezik be. A foszfat intermedier pedig ekdzben a pérus belsd végétdl a kiilséig
transzportalédna Na*t ionokkal egyiitt. A megoldatlan ebben a modellben
az volt, hogy az extracellularissa valt anorganikus foszfat, valamint a K+
hogyan képes visszajutni a membran belsé oldalara. Post és mtsai (1965)
elképzelése a (mar ismertetett) Shaw modellnek (cit. GLYNN, 1956) a sajat
kisérleteik alapjan torténd kiegészitésén alapul, szintén a foszforilalt inter-
medier szerepére helyezve a f§ stlyt. A 4. abran lathatjuk, hogy a modell
kiilon Na*-carriert és kiilon K *-carriert tartalmaz. A Na*-carrier 3Na*-val
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Mg** jelenlétében ATP-vel reagilva egy kotott Na+-t is tartalmazé fosz- :
forilalt intermediert képez, mely atlépve a membran kiilsé oldalara, a 3Na+-t
2K *-ra cseréli le. A K+-carrier a membran kiilsd oldalarél visszajutva a belsé
oldalra, defoszforilalédik, s ekézben lehasad réla az anorganikus foszfat és
természetesen a 2K *-t is leadja. Ez a modell sem ad tehat valaszt arra, hogy
miért cserélédik ki a Na* és K+ a carriereken, és végeredményben az is meg-
oldatlan kérdésnek szamit, hogy miért halad 4t a membranon egyrészt a
Nat-carrier az intracellularis oldalrél az extracellularisra, s ott atalakulva
K t-carrierré, miért jut ismét vissza a membran belsd felszinére.

Az Opit—Charnock modell

A transzport ATPaz modellekben lényeges haladast jelentett Oprr és
CHARNOCK 1965-ben kozolt modellje. Az elképzelés Davson—Danielli-féle
két fehérjeréteg kozott egy lipid réteg szerkezeti klasszikus membran modell-
bél indul ki. Eszerint a membran nyugalmi helyzetben a belsé oldalan olyan
anionos helyeket tartalmaz, melyek egyarant képesek Na* és K+ ionparok
megkotésére. Ha az intracellularis Na*t egy kritikus koncentraciét ér el, ez
egyuttal azt is jelenti, hogy arinylag sok Na* fog a kationkét helyekre
kotédni. A transzportciklus beindulasa tehat egy feed-back szabalyozas ered-
ménye lenne. Ha kell6 mennyiségli Na* ionpar alakul ki, ez a makromolekula
feliilletén az elektron stiriiség 10j eloszlasat eredményezi. OpiT és CHARNOCK
modelljiik kialakitasiban felhasznaljak a Linc (1965)-féle ,fixed-charge”
modell elméletet is, feltételezve, hogy a rovid tavolsdgh egymasrahatasok a
donté jelentgségliek, s ezek hozzak létre tobbek kozott a Na*t és K+ ionparok
hatasai kozotti kiilonbségeket is. A kationok induktiv hatasa dsszegezddhet,
és ennek kovetkezménye lenne, hogy a fix anionos helyek nagy részét Na™t
tudja elfoglalni. Mivel a fehérjék feliilletén szintén vannak orientalt kationos
csoportok, ezek is képezhetnek ezeken a helyeken ionparokat anionokkal.
A fehérje és az anionok kozotti kolesonhatas szintén befolyasolni fogja azoknak
a toltéseknek az indukciéjat, melyeket a kation-anionos helyek ionparjai
hoznak létre. A Na* ionpar képzddés révén létrehozott elektronstirtiség at-
rendezbdés az aktiv helyek szomszédsagaban azt eredményezi, hogy az enzim-
rendszer szubsztratkétd centruma sokkal aktivabban képes reagalni az ATP-
vel, és ezaltal foszforilalt intermedier tud keletkezni (5. abra A rész).

A foszforilacié azonban egy Gjabb indukciés hatas, és a fehérje polari-
zalhat6é linca mentén egy tjabb elektronsiirtiség eloszlast hoz létre. Ez a
fehérjelanc begorbiilését vagy deformaciéjat, és a fix anionos helyek adszorb-
ciés energidjanak a valtozasat eredményezi. Az enzimrendszer deformaciéja
a modell szerint a fixalt anionos helyek egy részének rotaciéjat vonna maga
utan, azaz, ezek a részek, amelyek eddig az intracellularis oldal felé tekin-
tettek, most kifordulnidnak az extracellularis oldalra. A foszforilalt helyek
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azonban régziilve valtozatlanul a membran bels§ oldala felé tekintenek (5. abra
B rész). OpiT és CHARNOCK szerint a membran belsé oldalan levé enzimlanc
hosszanak 59;-os novekedése elegendd lehet ilyen rotaciés valtozasokra a
lipidrétegen keresztiil. Mivel az adszorbciés energia is megvaltozik az enzim-
rendszer foszforilaciéja kovetkeztében, a K+ affinitisa megné az anionos
kot8helyekhez, minek kévetkeztében a Na*t ezeken a helyeken kicserélgdik
K*-ra. Ez azonban azt eredményezi, hogy az eredetileg intracellularis Na*+
cserélédik ki az extracellularis K *-ra. Az az 4j korilmény azonban, hogy az

5. @bra. Az Opit-és Charnock-féle Na+ + K+-ATPiz modell
[OpiT és CHARNOCK (1965) nyoman]

anionos helyek jelentékeny részét K * foglalja el, ismételten az elektronsiirtiiség
uj eloszlasat eredményezi, melynek az lesz a kévetkezménye, hogy az enzim
aktiv centrumaban a foszforilalt fehérje oldallanc sokkal reakcioképesebbé
valik, s vizzel reagalva, anorganikus foszfat keletkezik. A foszfat intracellularis
marad. A foszforilalt intermedier hidrolizise viszont megsziinteti azt az erdt,
amely a fehérjelancot megesavarodott allapotban tartotta, s az extracellularis
oldalra tekintd részek ismét visszajutnak eredeti dllapotukba az anionos
helyeiken K *-t tartalmazva. A sejten beliil viszont a K *-k egy része ismételten
kicserélédik Na*-ra, s a ciklus elslrél indulhat (5. abra. C rész).

Az Opit—CHARNOCK modellhez nagyon hasonlit sok vonatkozasban
MULLER (1967) elképzelése. MULLER abbédl a megfigyelésbdl indult ki, hogy a
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polianion dextranszulfat, illetve polivinilszulfat viszkozitasa attél fiigg, hogy
Na™* vagy K* van jelen ellenionként. Feltételezése szerint egy polianion, pl.
mukopoliszaharida kapcsolédhat a foszforilaciés helyhez. Foszforilalt allapot-
ban az ATPaz rendszer nagyobb lesz, és ez sziikségszertien a polianion lanc
kontrakciéjat vonja maga utan, melynek kovetkeztében a lanc szelektivitasa
K+ irant novekszik. A foszforilaciét kovets defoszforilacikor az ATPaz rend-
szer megkisebbedne, a polianion linc kiterjedne, azaz visszatérne eredeti
allapotaba, amikor is megvaltozna ionszelektivitasa, és affinitasa ismét Na*-
hoz lenne nagyobb. MULLER véleménye szerint a kiilonboz§ gatloszerek, pl.
a strofantin, nem magat az ATPazt, hanem a polianion lancot befolyasolna.
Mind az OpiT—CHARNOCK, mind a MULLER modell nem szamol azonban azzal
a ténnyel, hogy a sejtmembrannak csak igen kis részét foglalja el az ATPaz.
GLYNN (1957) szamitésa szerint kb. 1000 ilyen hely van a vordsvértest memb-
ranban, mely azt jelenti, hogy két szomszédos ATPaz hely kozotti tavolsag
kb. 3600 A. Tovabbi problémit jelent, hogy egy mukopoliszaharid lanc 1étezése

a membranon beliil csaknem kizarhaté.

A Jardetzky-féle allosztérikus modell

JARDETZKY (1966) szerint egy polimer molekulanak, hogy pumpaként
tudjon miikédni, csupan harom strukturalis feltételnek kell megfelelnie,
melyek a kovetkezdk:

a) gy olyan ,,rést” vagy ,,ireget” (pérust) kell tartalmaznia a molekula
belsejében, mely elegendd nagy ahhoz,hogy befogadhasson egy kisebb molekulat.

b) Két kiilonboz6 konformacié felvételére kell, hogy képes legyen: az
egyik konformicié esetén a molekularis ,,iireg’”” a membran egyik oldala felé,
a masik konformaciéban a membran masik oldala felé nyitott.

¢) Olyan ktGhelyeket kell tartalmaznia a molekuléarisrésben vagy iireghen
a transzportaland6é anyagok szdmara, amelyek affinitdsa a molekula két
konformaciéjaban kiilonb6z6 a transzportalandé anyagok irant. A két flexibilis
polipeptid lancbél all6 modellnek a két kiilonboz6 konfiguraciénak megfeleld
energia elektromos, kémiai, fotokémiai vagy mas tdton biztosithaté, ezek koziil
a leginkdbb érdekldésre szamot tarté a kémiai energiaval mikoéds pumpa
mechanizmusa. A 6. dbran a pumpa két alternativ konfiguraciéja lathaté,
ha a modell Na iont transzportal. Az ,,A” forméava térténd allosztérikus at-
rendezddése az egyik fehérjelanc foszforilacigjanak segitségével torténik.
A modell szerint az egyik konfiguracié foszforilalt, a masik pedig defoszforilalt
allapotban stabilis. Az ,,A”” forméaban a Na™* két6 helynek nagy az affinitasa
Na*-hoz, mig a ,,B”” formaban kicsi. A modell a kévetkezéképpen milkodne:
Az ,,A”” konformaciéban a kétéhely Na™ ionokat adszorbeal a baloldali kom-
partmentbél, ahol egyébként a Na* koncentracié relative alacsony. Ennek
kovetkeztében a membran adott helye foszforilalédik, és ez a polipeptid lanc
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allosztérikus atrendezését vonja maga utan: a membran nyitott oldala be-
zarulna, s az ellentétes oldala pedig kinyilna. Ezzel parhuzamosan azonban a
kotShely Nat iranti affinitasa lecsokken. Mivel a molekularis iireg igen kicsiny,
a Na* koncentracidja itt meghaladja a jobboldali kompartment Na* koncent-
racigjat, létrehozva egy ilyen gradienst, mely sziikséges a membranon keresztiili
kifelé iranyulé diffdziéhoz. A defoszforilacié akar a Na™ kidiffundilasa, akar
az azt kévet§ K+ bedramlas miatt létrejohet, és a ciklus elordl kezdddhet.

BAL JOBB

AlacsonyNa* kanc. Magos Na* |
koncentracio
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6. dbra. A Jardetzky-féle allosztérikus pumpa modell
]JARDETZKY (1966) nyomaén]

A két lanc relativ helyzetében mar 2—3 A eltolédas meghatarozhatja,
hogy a molekularis iireg egyik vagy masik iranyban van nyitva. Ekkora eltérés
egyébként realisan elképzelhetd, hiszen MUIRHEAD és PERUTZ (1963) szerint
pl. a redukalt és oxidalt hemoglobin lincok relativ helyzete kozstt 1—7 A
kiilsnbség van. Ha feltételezziik, hogy a Na* pumpa, mely hirom kétShelyet
tartalmaz a Na* ionok szdmara, kb. 10® nagysagrenddi Na* iranti affinitasi
konstanssal rendelkezik az ,,A’” konfiguraciéban és a ,,B”” konfiguraciéban az
affinitasi konstans 0 nagysagrendben mozog, tovabba, ha a molekularis iireg
térfogatat kb. 1000 A3.nak tételezziik fel, akkor a pumpa 1 mM koncentra-
cigji oldatbél képes 3 M koncentricigji oldatba Na* ionokat transzportalni.

JARDETZKY ezt a vazlatosan ismertetett modelljét olyan altalanosan
hasznalhaté pumpa modellnek tartja, amely tobbféle specialis pumpa miiké-
dését képes modellezni. Ez a modell az eddig ismertetekkel ellentéthen nem
igényli a kotShelyek athelyezését vagy rotacidjat az egyik oldalrél a masikra.
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A Lowe modell

A Lowe (1968) modell sok tekintetben nagyon hasonlit JARDETZKY
(1966) elképzeléséhez, anélkiil azonban, hogy allosztérikus torténéseknek
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7. d@bra. A Lowe féle nitrium —kalium pumpa modell
(Lowe (1968) nyomén)

kiillonésebb szerepet tulajdonitana. A modell a 7. abran lathaté, és fébb
jellemz6i a kovetkezdk:

a) Az ATPaz molekula egyarant kapcsolatban all mind az extracellu-
laris, mind az intracellularis oldallal, tehdt a membran teljes szélességét
elfoglalja.

b) Az ATPaz szubsztratja — a modell értelmében — egy olyan komplex,
amely ATP + Mg** 4 3Na*-bal all. ‘

¢) Az ATP—Mg++—3Na* komplex kotddésének kovetkeztében az
enzimrendszer az ,,A’” konformaciébél ,,B’’-vé alakul at. A ,,B” konformacié-
ban a Na* kicserélédhet a kiils6 médium kationjaval, azonban izoldlva van
a belsé médiumtél.
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d) A kotott ATP hidrolizise csak abban az esetben kovetkezik be, ha
a 3Na* 2K *-ra cserélédik ki. A hidrolizist el8segithetné egyes pozitivan tsltott
aminosav lancok kozel keriilése a szubsztratkots helyhez, melyet eddig a
3Na* ion sikeresen megakadalyozott. A hidrolizissel egyidében visszaalakul
az ,,A” konformacié, a reakciétermékek és a 2K+ a bels§ médiumba diffun-

dalhatnak.
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8. dbra. A Katchalsky- és Spangler-féle carrier modell
[KATCHALSKY és SPANGLER (1968) nyoman]
(A modell pontos miikodésének leirasit . KATCHALSKY és SPANGLER (1968) kézlemé-
nyében)

A modell miikédésének tehat nem elengedhetetlen része a foszforilalt
intermedier keletkezése, LowE inkabb Skou (1965) mar ismertetett véleménye
felé hajlik, hogy a foszforilalt intermedier csak bizonyos mesterséges koriil-
mények kozott keletkezik. Lényeges tovabba az eddig targyalt modellekkel
szemben, hogy a Na*t és az ATP kotédése az enzim megfeleld kotShelyeihez
kolesonos figgésben van egymassal.

Katchalsky-és Spangler-féle Na* pumpa modell

KATCcHALSKY és SPANGLER (1968) modellje (8. abra) két kapesolt ciklus-
bél all. Az egyik egy kémiai, a masik pedig egy kicserélddési ciklus. A kémiai
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ciklusban a carrier el§szor foszforilalédik, majd defoszforilalédik. A foszforilalt
carrier (CP) feltételezhetGen Na* ionokra szelektiv, mig a defoszforilalt carrier
szelektivitasa K* irdnt nagy. Eppen ezért a kicserél6dési reakeié a modell
szerint a kovetkez6képpen alakul:

CPK + Nat = CPNa + K+

1
Cisz trdnsz

9. dbra. Az Albers és mtsai iltal ajanlott Na+ + K+-ATPéaz modell
[ALBERS és mtsai (1968) nyomén]

Mivel a két ciklus kapcsolt, a kémiai ciklus képes a kicserélgdési ciklus irany
tasara. A modell szerint az anorganikus foszfat extracellularisan hasad le-
lényeges tovabba, hogy a modell egy allandé carriermozgast tételez fel, a,
carrier tehat mobil. Ugyancsak fontos kériilménynek latszik, hogy steady
state allapotban a rendszer minden pontjan a carrier mennyisége egyenls. Igy
a rendszeren beliili carriermozgas sebessége megfelel — itt nem részletezett —
egyenletek felhasznalasaval kiszamithat6. KATCHALSKY és SPANGLER elvé-
gezve a szitkséges szamitasokat, arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a carrier
masodpercenként 10-szer megy korbe a cikluson, mely érték osszeegyeztethetd
a biopolimerek konfiguracié-valtozasinak sebességével.
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Albers-, Koval- és Siegel- féle ATPaz modell

A transzportmodellek koziill az ALBERs és mtsai (1968) altal javasolt
elképzelés felel meg leginkabb a rendelkezésre all6 kisérleti adatoknak. A 9.
abran egy kor jelképezi a membrant, amely 6 olyan helyet tartalmaz, amelye-
ken az ATP bontas illetve a Na*t és K+ kicserélédés lezajlik. A modell szerint
az enzimrendszer ,cisz”’ és ,,transz’”’ médosulatban egyarant megtalalhaté,
illetve a két médosulat egymasba térténé atalakulasa képezi az aktiv Na™* és
K+ transzport alapjat. A membran adott helyén a cisz médosulati enzim
foszforalédik, melyet Na*t aktival (1. 1épés). A foszforilalt enzim gyorsan
atalakul transz forméava (2. 1épés), ennek kovetkeztében a kation kotShelyeken
megkotott Na*t ionok az intracellularis oldalrél az extracellularis oldalra
keriilnek, ahol a Na™* ionok K * ionokra cserélédnek ki (3. 1épés). K+ jelen-
1étében a foszforilalt enzim hidrolizise kovetkezik be (4. 1épés). Mivel a defosz-
forilalt enzim nem eléggé stabil, visszaalakul cisz formava (5. 1épés). Végiil
a 6. reakciolépésben a kotott K * ismét Na *-ra cserélédik ki, s a ciklus kezddd-
het elélrél.

A globularis membranstruktirahoz kététt transzport ATPéaz, mint az
aktiv Na/K transzport carrierje: aktiv ionmozgas a Na*t 4 K* aktivalhaté
ATPaz konformacié valtozasainak segitségével

Ha az aktiv iontranszportra vonatkozé oOsszes adatot osszevetjik a
kiilonb6z8 transzportmodellekkel, arra a sajnédlatos kovetkeztetésre kell
jutnunk, hogy sem a kinetikai jellemz8kre, sem a molekularis mechanizmusra
dsszpontositott modellek nem tudtak megoldani a Na* és K+ aktiv transzport-
janak minden homalyos kérdését. Ennek okai kozott els§ helyen szerepel
ismereteink elégtelensége, de ezek utan rogton kovetkezik, hogy egyes modellek
szerkesztésében alapvet§ és tobbszordsen bizonyitott megfigyelésekkel ellen-
tétben semmivel ald nem tdmaszthaté feltételezések szerepelnek (pl. az ATP-rél
lehasadé anorganikus foszfat extracellularissa valik). Nyilvanvalé, hogy
amennyiben egy mechanizmust kell§ részletességgel sikeriil feltarnunk, akkor
nem a mechanizmus elképzelt modelljét, hanem a valésiagos mechanizmust
frjuk le. A modellekben tehat a megismert tényanyagon kiviil igen fontos
szerephez jut a képzelGerd is.

Az alabbiakban azoknak az adatoknak az &sszefoglalasat talalhatjuk,
melyeket figyelembe kell, vagy lehet venni a transzport ATPaz miikédésre
alapitott Na/K pumpa modell megszerkesztésében. Az ismertetésre keriilg
adatok lényegileg harom fébb csoportra oszthatdk:

a) Tobb oldalrél bizonyitott tények.

b) Kisérleti adatok alapjan valészintisithet§ mechanizmusok.

¢) Nem bizonyitott, de nem is cafolt elképzelések.
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Ezeknek az adatoknak és elképzeléseknek megfelels csoportositasa alap-
jan, felhasznalva az ismertetett transzportmodellek egyes elemeit, megkisérel-
hetd egy olyan transzportmodell elkészitése, mely egyrészrgl konkrét adat-
szertiségében bizonyitott, masrészrél pedig feltételezett részletei kiindulasi
munkahipotézisként johetnek széba a tovabbi kutatasok soran. A f&bb ismér-
vek a kovetkezdk:

1. Az eddigi vizsgalatok megnyugtatéan bizonyitottak, hogy a sejt-
membranok egy olyan ATPaz aktivitast tartalmaznak, melyhez Mg**-ra
van sziikség, az aktivitas a jelenlevd Na* és K* koncentraciéjatol figg, sziv-
glikozidokkal gatolhaté.

2. Altalanosan elfogadott, hogy a transzport ATPaz, illetve az az en-
zimatikus rendszer, amely nem intakt membranban Na* 4 K+ aktivalhaté
ATPazként miikédik, vagy 6nmaga a transzportrendszer, vagy szerves része
a Na/K pumpa mechanizmusanak.

3. Stochimetrias mérések szerint mikszben 1 ATP ADP-re és anorganikus
foszfatra bomlik, 3Na* 2K *-ra cserélédik ki, az ADP és az anorganikus foszfat
azonban intracellularisan marad.

4. A transzportrendszer szubsztrat specifikus. Mas trinukleotiddal az
ATP nem helyettesithets. Hasonloképpen abszolit specificitist mutat a rend-
szer Na*t sziikséglete, Nat nem helyettesithet6 mas monovalens kationnal.
Bar a K+ helyettesithet§ egyéb monovalens kationokkal, a legnagyobb affini-
tassal a K+ rendelkezik (a T1*-t kivételével). A rendszer mikodéséhez kétér-
tékd kation is sziikséges. Ez a legtobb szovetben kizarélag Mg* * lehet. Mn* +
csak részben képes a Mg* * helyettesitésére. Ca®™* minden esetben gatlé hatasi.

5. A transzport ATPaz egy komplex lipoprotein rendszernek foghaté
fel; a lipid komponens eltavolitisa az enzimrendszer inaktivalédasat okozza,
az inaktiv enzim aktivitdsa a hozzaadott foszfolipidekkel helyreallithaté.
Nagyon valészinti, hogy a transzport ATPaz foszfatidilszerint tartalmaz.
Az enzimrendszer foszfolipid komponensének pontos szerepe, azaz, hogy struk-
turalis vagy/és funkcionalis jelent§sége van-e, még nem tisztazott.

6. Szamos kinetikai mérés, valamint egyéb adat valészindsiti, hogy az
ATP hidrolizise legalabb két lépésben torténik: egy Nat aktivalhaté enzim-
foszforilaciét egy K+ dependens defoszforilacié kovet. Semmi kézvetlen bizo-
nyitékunk nincsen ennek a mechanizmusnak a cafolatara.

7. A foszforilalt intermedier nagy valdszintiséggel acilfoszfat, amelyrél
feltételezhets, hogy kotott glutamil-gamma-foszfattal azonos*. Nines kizarva

* BASTIDE és mtsai 1973-ban kimutattdk, hogy a foszfit nem a glutaminsav, hanem
az aszparaginsav peptid kotéshen részt nem vevd karboxilcsoportjahoz kapesolédik, s az
aktiv centrum aminosav sorrendje a kovetkezs: —(§hI)—Asp (P)-Lys-. F. Bastipg, G.
MEeissNER, S. FLEIscHER and R. L. Post: Similarity of the Active Site of Phosphorylati-
on of the Adenosine Triphosphatase for Transport of Sodium and Potassium Ions in Kid-
ney to That for Transport of Calcium Ions in the Sarcoplasmatic Reticulum of Muscle,
J. Biol. Chem. 248, 8385—8391 (1973).
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azonban az sem, hogy a foszfat nem kizarélag karboxil csoporthoz, hanem a
szomszédos aminosavak valamelyikének reaktiv oldallancahoz is kapcso-
lodik.

8. A rendelkezésre all6 adatok arra mutatnak, hogy a foszforilalt enzim-
intermedier két formaban taldlhaté (E;, ~ P és E, — P). Az E, ~ P képes
ADP-vel reagalva ATP-t szintetizalni, de képtelen vizzel reagalni. Az E, — P
kizarélag vizzel tud reakciéba 1épni K+ jelenlétében, amikor defoszforilalt
enzim és anorganikus foszfat keletkezik. Valészintileg a kétféle foszforilalt
enzim kozotti kiillonbséget a kétféle fehérje-konformacié hozza létre. Az
E, ~ P— E, — P atalakulashoz Mg* *-ra van sziikség, az atalakulast komp-
lexképz§ szerek, tovabba N-etilmaleimid gatolhatja.

9. Feltételezhet8, hogy a transzport ATPaz kiilon Na* és kiilon K+
kotdhellyel rendelkezik. A Na*t kétShelynek 6 —8-szor nagyobb az affinitasa
Na*-hoz, mint K *-hoz, a K* kiétShely affinitasa K -hoz majd két nagysag-
renddel nagyobb mint Na*-hoz. A kiilsnb6z6 Na* : K* aranyoknal mért
ATPaz aktivitas nagysaga elsGsorban attél fiigg, hogy a két tipusi kotShelyet
milyen monovalens kationok foglaljak el. Az ATPaz aktivitas akkor maximalis,
ha az 1. kétShelyhez Na™*, a 2. két8helyhez K+ kapcsolodik. Feltételezhetd,
hogy ezek a kot6helyek dikarbonsav oldallancok. A kétések természete nem
ismeretes, az ionos koétések inkabb valészintiek, mint a kovalens kiotések.
Nem tudjuk, hogy a Na* és K* kot8helyek a membran ellentétes, vagy azonos
oldalain helyezkednek-e el. Az elsG esetben, amikor a Na* kotGhely az intra-
cellularis oldal felé fordul, akkor a K* az extracellularis oldara tekint és
forditva. A masodik esetben a kétféle kiotdhely egyiitt mozogna.

10. Valoszintisithet, hogy ugyanaz a Na* és KT transzportalédik,
amely aktivalja az ATPazt, azaz a transzport ATPaz monovalens kation
kotShelyei és a transzportrendszer carrier helyei azonosak.

11. A monovalens kationok képesek két8dni az enzimrendszerhez on-
magukban is. A monovalens kationok affinitdsat a rendszerhez azonban az
ATP jelenléte alapvetfen befolyasolja. Feltételezhetd, hogy az ATP bontas
egyes lépései kozben a monovalens kation kot8helyek affinitasa a Nat és K+
irant megvaltozik.

12. Nem rendelkeziink olyan bizonyitékokkal, mely cafolni azt a fel-
tételezést, hogy a transzport ATPaz a membran teljes szélességét elfoglalja.
Ez viszont csak akkor képzelhetd el, amennyiben a membran legalibb azon
helyeit, ahol a transzport ATPaz lokalizdlva van, globularis szerkezetiinek
fogadjuk el. Lehetséges, hogy az enzimrendszer tébb alegységbdl épiil
fel.

13. Fiziolégias pH viszonyok mellett, mikézben az ATP-bgl ADP és
anorganikus foszfat keletkezik, egy tovabbi H* is ledisszocial. Valészinitisithetd,
hogy ez az a H*, mely a 3 :2 aranyd N*/K+* kicserélédés soran fenntartja
az eredeti pozitiv toltéseloszlast a membran két oldala koézott.
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14. Feltételezhet, hogy a transzport ATPaz miikodésében a posztulalt
acilfoszfatot képezd karboxil csoporttal szomszédos amino- és SH-csoportok is
valami médon részt vesznek az ATP bontéssal kapcsolatos mechanizmusban.

15. Szamos kézvetlen és kozvetett bizonyitékunk van azzal kapcsolatban,
hogy az enzimrendszer konforméaciéja megvaltozik a transzportalandé Na* és
K* ionok, valamint ATP hatéasara. Feltételezziik, hogy az enzimrendszer
konformacié valtozasa kovetkeztében a monovalens kation két6helyek koriili
elektroneloszlas is megvaltozik. A térerdsség valtozasa megvaltoztathatja a
kation kotShelyek affinitasat a Na*t és K irant.

16. A transzportrendszer konformacié-valtozasa egy, a foszforilalt cso-
portoknal fixalt aktiv centrum rotaciéjaval (OriT—CHARNOCK modell), illetve
egy molekularis ,,rés” ,,bejaratanak” ciklikus valtozasaval (JARDETZKY, LOWE)
egyarant osszefiiggésbe hozhaté.

17. Valészinti, hogy a Na*t és KT kicserélgdési ciklus és az ezt iranyité
kémiai ciklus (ATPaz) nem kapcsolt mechanizmusok, hanem egymastél el-
valaszthatatlan ugyanazon rendszer.

18. A transzport ATPaz kiilonb6z§ kisérleti koriilmények kozott kiilon-
b62z6 kémiai reakciok katalizalasara képes. A K+ dependens foszfataz aktivitas,
az ADP—ATP kicserélddési reakcié, ATP-bél torténd P inkorporacié, valamint
a strofantin jelenlétében mérhetd anorganikus foszfatbeépiilés a fehérjébe,
valésziniileg ugyanazon enzimrendszernek a megnyilvanulasai, melyek vala-
melyik részreakcié sebesség-limitalé tényez8vé valasaval, illetve a kétiranya
reakcidknak a ,,fiziologias™ egyensiilyi helyzethez képest egy iranyban torténd
eltolédasaval hozhatok osszefiiggésbe.

19. Valészinti, hogy a koncentracié6 gradiensnek megfeleld iranyba
miikodtetett Nat/K+ kicserélédés a transzport ATPaz megforditott iranyd
miikodése kovetkeztében vezet ATP szintézishez. Feltételezhet§, hogy az elekt-
rokémiai gradiens irdnyaba torténd ionmozgasok hozzak létre az ATPaz
reakcié szekvenciajaban egyébként irreverzibilis atalakulasnak posztulalt
lépés reverzibilissé valasat, a médot azonban még nem ismerjiik.

20. Az aktiv iontranszport tanulmanyozasa nemcsak a mechanizmus
megismerése vonatkozasaban lényeges, mivelhogy mind az aminosav, mind a
cukortranszport fiigghet a Na*t transzporttél. Az egyenlGtlen ioneloszlas
biztositasdn tilmenden tehat a Na® és Kt transzport a sejt energetikai és
szintetikus tevékenységével is a legszorosabb kapcsolatban all.

21. Az aktiv iontranszport enzimatikus mechanizmusanak, azaz a
Nat* 4 K+ aktivalhaté ATPaz mikodésének megismerése egyéb mechanizmu-
sok jobb megértését is elgsegitheti. Valoszinti, hogy az ATP-t felhasznal6 enzima-
tikus mechanizmusok egy kozés §s alapenzimbdl szarmaznak. Szamos Mgt +
aktivalhat6, ATP-t felhasznalé enzim egyittal K *-dependens is. Bar szubsztrat-
kot§ specificitasuk kiilonb6z6, az a méd, ahogy az ATP terminalis foszfatjanak
kotési energiajat K+ jelenlétében atviszik, kozos lehet [Lowe (1968)]. Fel-

MTA Biol. Oszt. Kizl. 16. (1973)



440 SOMOGYI JANOS

tételezhetd, hogy nemcsak az enzimatikus mechanizmus, hanem az ezt bizto-
sité6 molekularis szerkezet is azonos, vagy nagyon hasonlé. Igy a transzport
ATPaz tanulméanyozisa felhasznalhaté analégiak lehetdségét biztositja mas
mechanizmusok, igy tobbek kozott az oxidativ foszforilacié jobb megisme-
réséhez is.

22. Mind a felsorolt, mind a nem részletezett tovabbi adatok és feltéte-
lezések sem elegend6k ma még, hogy minden kisérleti adatot és elméleti
megfontolast magaban foglalé és elfogadhatéan magyarazni tudé Nat | K+
transzportmodellt készitsiink.

Az utolsé pontban ismertetett megallapitas kissé boralaté. Ma még nem
tudunk a rendelkezésre all6 adatok alapjan egy kielégit6 modellt megszer-
keszteni. Optimistéanak kell azonban lenniink, ha arra gondolunk, hogy a
biolégiai iontranszportrél, annak molekuldris mechanizmusarél mennyivel
tébbet tudunk ma, mint 20 évvel ezeltt, amikor is egy ilyen jellegli 6ssze-
foglalas zaré gondolataként legfeljebb azt lehetett volna elmondani, hogy az
aktiv kationtranszport ,,aktiv sejtmunkaval” torténik. Még nincs 20 éve
annak sem, hogy magyar biokémikusok bebizonyitottak, hogy az ,,az aktiv
sejtmunka” az ATP szintézisével, illetve az ATP-nek tobbek kozott az aktiv
iontranszport energetikai sziikségletének biztositasara valé felhasznéalasaval
egyenld.

Pirie (1964) 1963-ban tartott Leeuwenhoek emlékelGadasaban azt
fejtegette, hogy ,,napjaink biokémiai kutatasanak nem az az alapvetd problé-
maja, hogy egy kémiai reakcié hogyan zajlik le, vagy hogy ez a kémiai reakcié
hogyan szabalyozédik specifikusan, hanem az, hogy az egyik folyamathél
szarmazé energia hogyan ,.hajt” egy masik folyamatot”. Tulzas nélkiil allit-
hatjuk, hogy az aktiv Na® 4 K™ transzport az egyik legjobb példa erre az
Osszefiiggésre.

Skou (1957) megfigyelése, hogy a membran kotott ATPaz aktivalhato
Na -+ K ionokkal és az a zsenialis kovetkeztetése, hogy az ATPaz monovalens
kationokkal térténd aktivalasa és aktiv Na®™ -+ K* transzport kézott igen
szoros kapcsolat lehetséges, képezte a kiindulasi alapot az ezen a teriileten
megindult széles korii és eredményes vizsgalatokhoz. Alig masfél évtized alatt
a biolégiai iontranszport enzimatikus mikodését nagy vonalakban sikeriilt
tisztazni. Hangstdlyozni kell azonban, hogy mindaz, amit errgl a kérdésrél
ma tudunk, nagyrészt a kiindulasi munkahipotézis még ma is szinte tokéletes-
nek latsz6 megfogalmazasanak koszonhetd.
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