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Taylor, Weller és Hastings 1952-ben kozolték, hogy az emberi voros-
vértestek K-cseréjét a fizosztigmin gatolja. Lindvig és munkatarsai megkisé-
relték a fizosztigmin kationcserére és a kolineszteraz enzimre gyakorolt hata-
sait dsszefiiggésbe hozni (Lindvig, Grieg és Peterson 1951). E szerzdk megalla-
pitasait Parpart és Hoffman (1952) kétséghe vontik. A kés6bbi utanvizsga-
l6knak nem sikeriilt kimutatni a fizosztigmin K-transzportra gyakorolt gatlé
hatasat. (Gardos, 1954; Kahn és Acheson, 1955; Glynn, 1957a). ﬁjahban
Giberman és munkatarsai (1973) majom-vérosvértesteken végzett kisérleteik-
ben ismét kimutattak, hogy a K-felvétel fizosztigminnel gatolhaté.

Kisérleteinkben radioaktiv izotépok folhasznalasaval tanulmanyoztuk a
K-ionok befelé iranyuls, és a Na-ionok mindkét irdnyd mozgasat.

Médszer

Kisérleteinket friss, heparinnal alvadasgatolt, egészséges egyénekbdl
szarmazo6 emberi vorosvértesteken végeztiik. A teljes vért — a levételt kovetSen
— 6 percen 4t +2 °C-on centrifugaltuk (g = 1500) majd a plazmat és a fehér-
vérsejteket tartalmazé legfelsG sejtréteget eltavolitottuk. A vérdsvértest
masszat sajat térfogatahoz képest 6tszoros mennyiségii hideg (olvadé jégben
hiitétt) ,,mos6 oldatban™ szuszpendaltuk, majd az el6bbi médon vjra centri-
fugaltuk és a feliiliszot eltavolitottuk. Ezt a ,,mosasi eljarast’ 6sszesen harom-
szor végeztiik el.

A ,,mosé oldat”: 150 mM NaCl és 5 mM TRIS-foszfat puffert tartalma-
zott, kivéve amikor a kisérlet megkivanta, hogy a virosvértestek felszinérdl
a Na ionokat eltavolitsuk. Ilyenkor a ,,mosé folyadék’ a NaCl helyett 150 mM
kolinkloridot tartalmazott.

A K és Nainflux vizsgélata

A mosasi eljarast kovetGen a vordosvértesteket a kisérleti terv szerint
osszeallitott hideg izotonias oldatban szuszpendaltuk arra torekedve, hogy a
varhaté haematokrit 79, koriil legyen. A szuszpenziét 6vatos mozgatassal
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kevertiik, és az egyenletessé tett szuszpenziébél 2 ml-es mintakat mértiink ki
50 ml térfogatd mianyag centrifuga csovekbe.

A radioaktiv — %?K-ot vagy 2!Na-ot tartalmazé — oldatokat elére el-
készitettiik és ezekbdl is 2—2 ml-es mintiakat mértiink ki kémesovekbe. Az
ilyen médon elgre kimért oldatokat, az el6készitett vorosvértest szuszpenziok-
hoz gyorsan hozza lehetett télteni, igy nagyszdmu minta folhasznalasa esetén
is a legkorabban és legkésébben 6sszetoltott minta inkubalasi ideje kozotti
kiilonbség nem haladta meg a két percet.

A voérdsvértest szuszpenziokat mind ez ideig hidegen tartottuk és ezutan
keriiltek a 37 °C-ra beallitott thermosztatba. Az inkubélasi id§ végén a min-
takat jeges vizfiird6be helyeztiik és hideg ,,mosé oldattal’” 40 ml-re feltoltottiik.
Elkeverés utan centrifugalds és leszivas utjan a mosé oldatot eltavolitottuk.
Ezt az eljarast még haromszor megismételtiik. Az utolsé centrifugalas utén
eltavolitott ,,mos6 oldat’ radioaktivitast nem tartalmazott. A mosott voros-
vértesteket 5 ml térfogatd desztillalt vizben haemolyzaltuk és a haemolyzatu-
mok radioaktivitasat NalJ/Tl-iireges kristalyban scintillatiés médszerrel,
Packard gyartmanyd analyzator segitségével meghataroztuk.

Az inkubalé oldatokbél vett mintakbdl azok K és Na tartalmat, vala-
mint radioaktivitdsat is meghataroztuk. Ezen adatok felhasznéalasaval a
haematokrit figyelembevételével, a vorosvértestek altal felvett radioaktivitas
alapjan kiszamitottuk az influxot = 1 liter vorosvértest massza altal 1 ora
alatt felvett K vagy Na mennyisége (mM).

A haematokrit értékét legalabb négy parhuzamosan (Janetzky mikro-
haematokrit centrifugaval) végzett vizsgalat atlag eredményeibél szamitottuk
ki. A radioaktiv oldatban, az inkubalas megkezdésekor fellépé felszini ad-
szorpciobdl szarmazé hibak kikiiszobolésére az influxot altalaban két kiilon-
b6z6 id6pontban végzett meghatarozas eredményeinek kiilsnbsége alapjan
szamitottuk ki, amely kisérlet ismertetésénél erre kiilon nem térink ki, az
influxot a 45—15 percig tarté inkubalas alapjan nyert értékek kiilonbségébdl
szamitottuk ki.

A Na-leadéas vizsgélata

Az alvadasgatolt mosott viorosvértesteket 6 6ran at tartottuk K-mentes
%Na-tartalma 37 °C-os fiziologias oldatban. Ezutan a radidaktiv oldatot a
vorosvértestek felszinérgl centrifugalas ttjan eltavolitottuk, majd inaktiv
hideg ,,mos6 oldattal” a vérosvértesteket szuszpendaltuk és ismét centri-
fugaltuk. Az extracellularis radioaktivitas teljes eltavolitasa utdn a voros-
vértesteket a kivant teszt-oldatban szuszpendaltuk és 37 °C-o0s thermosztatba
helyeztik. Meghatdrozott iddkozonként vett mintakbél a virdsvértesteket
és az inkubalé oldatot centrifugalassal elvalasztottuk, és radioaktivitasukat
megmértiik. Az eredmények ismertetésénél a Na leadas jellemzésére a 30 perces
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inkubdécié végén, a vordsvértestekben maradé >*Na radioaktivitas és az inku-
bacié kezdetén a virosvértestekben levs 2*Na radioaktivitas hanyadosat adtuk
meg.

A kisérleti részben szereplé valamennyi adatunk tébb (2—10) parhuza-
mosan végzett meghatarozas atlageredménye.

A Kkisérletek egész idGtartama alatt gondot forditotiunk a haemolyzis
elkeriilésére. A médszer beallitdsa soran spektrofotométerrel mértitkk a felil-
tsz6k 541 nm-nél jelentkezd adszorpciéjat, a késébbiekben a haemolyzist
szabad szemmel ellendriztitk. Munkank soran csak haemolyzis-mentes minta-
kon nyert eredményeket hasznaltunk fel. '

A kisérleteinkben hasznélt valamennyi vegyszer laboratériumi tiszta-
sagi volt. A fizosztigmint (Sandoz; USP) szulfat séja (Ms = 666,4) formajaban
hasznéltuk'mindig frissen oldva. A ouabaint (Serva; USP M; = 728,8) hidegen
tarolt ethanolos torzsoldatbél higitottuk ugy, hogy az alkohol végsd koncent-
raci6ja ne haladja meg a 0,5 ezreléket. A 2!Na és K izotépokat az MTA
Izotép Intézetébdl szereztiik be.

A kisérleteinkben hasznalt inkubalé oldat alap-osszetétele a kovetkezd

volt (mM):

K* 5; Nat 145; Ca** 2; Mg*™ 2; Tris 5 (ortofoszforsavval 20 °C-nal pH:
7,4-re titralva) Cl1~ 156; glucose 10.

Egyes kisérletekben a Na illetve a K koncentraciéjat valtoztattuk, a tobbi
alkotérész azonban valamennyi oldatban valtozatlan volt, ezért a kisérletek
ismertetésénél és az dbraszovegeknél az oldatoknak csak a Na és K tartalmat
ismertetjiik. Alacsony Na-tartalmd és Na-mentes oldatokban az izotoniat
kolinklorid hozzdad4saval biztositottuk. A Na-mentesnek nevezett oldataink
a szennyezddéshdl eredGen 20—25 uM Na-ot tartalmaztak.

Dolgozatunk szévegében a [K ] és [Na,] szimb6lumok a K,ill. a Na extra-
cellularis koncentraciéit jelentik.

" Eredmények

Kisérleteinkben elgszér magas, 5 mM-os koncentraciéban alkalmaztuk a
fizosztigmint, mert e szert mas szerz8k korabban hatastalannak talaltak az
emberi vorosvértestek K-transzportjaban (Glynn 1957a). .

A 37 °C-on 5,8 mM K koncentraciéju Ringerben inkubalt vorésvértestek
100, 200, 270, 350 és 470 percig tarté 42-K felvételét vizsgaltuk. Amint az
1. abran is lathaté, e kisérletekben a fizosztigmin gatolta a K-felvételt. A
K-belépés — a vizsgalt idGtartamban — mind a kontroll, mind a kezelt voros-
vértestekben megkozelitGen egyenletes volt. A 100. és 200. perc kozott folvett
K-mennyiség alapjan kiszamitott influx értéke 1,22 mM K/liter vvt/éra a
kontrollokban, és 0,63 mM K/liter vvt/6ra a kezeltekben.
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Sachs és Welt (1967), valamint Garrahan és Glynn (1967b) szerint a
kiils6 K-koncentracié és a K-influx kozotti dsszefiiggés S-alakd gorbével fr-
haté le.

Kisérleteinkben azt talaltuk, hogy 1 mM fizosztigmin az extracellularis
K-koncentracié és a K-influx kozotti dsszefiiggést megvaltoztatja. A 2. abran
lathaté K-influx gorbe a kezelés hatasara ellaposodott. A fizosztigmin a keze-
letlen sejtekben mért maximalis influxot (1,6 mM K/liter vvt/6ra) nem befo-
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1. dbra. Kezeletlen és 5 mM fizosztigminnel kezelt vorosvértestek K-felvétele. Ordinata: a

vorosvértestek altal 37° C-on felvett K mennyisége (mM K/liter vvt). Abszcissza: az inkubécié

idGtartama (perc). A K koncentraciéja az inkubalé oldatban: 5,8 mM, a fizosztigmin koncent-
racioja 5 mM (az alsé gorbe jelzi a fizosztigminnel kezelt sejtek K-felvételét)
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2. dbra. Fizosztigmin hatasa a K-influxra kiilonb6z6 K-tartalmi oldatokban. Ordinata:
K-influx mM K/liter vvt/éra. Abszcissza: extracellularis K-koncentrdcié (mM). Az inkubalé
oldat 140 mM NaCl-t és 10 mM kolinkloridot tartalmazott. A K hozzdadasakor a kolin kon-

gorbe: fizosztigminnel kezelt vorosvértestek.
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lyasolta, ezzel szemben a maximalis influx félértékéhez tartozé K-koncentra-
ci6t 1,0—1,5 mM [K]-rél 2,0 mM [K ] f6lé emelte.

A tovabbiakban részletesebben tanulméanyoztuk a K-influxot kiilonbh6z6
gatlo szer és extracelluliris K-koncentraciok jelenlétében. Az ilyen médon
nyert eredmények alapjan Lineweaver Burk rendszerben olyan egyeneseket
lehetett szerkeszteni, amelyek hiba-hataron belil kézés pontban metszik
az 1/v tengelyt (3. abra). A V,ax szamitott értéke 2,6 mM K/liter vvt/éra koriil
van, fiiggetleniil a gatlé szer jelenlététdl. A Ky szamitott értéke 2,5 és 9,6 mM
[K,] kozott valtozik, ha a fizosztigmin koncentraciéjat 0 és 10 mM kozodtt
noveljik.

Ezek az osszefiiggések kompetitiv gatlasra utalnak a K-ionokat megkotd
transzport-helyeken, vagy a membran egyéb helyein, amelyek a transzport
rendszer aktivalédasaért felelGsek. ’
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3. dabra. K*-influx a kiilsé kalium koncentracié fiiggvényében kettds reciprok abrézolasban,
kiil611b626 koncentriciéju gatlé szer jelenlétében. A fizosztigmin koncentraciéja ¢ = 0 mM;

b=1mM; c=5mM;d = 10 mM. A kisérletben a K koncentraciéjat 0,075 és 11,1 mM kozott
viéltoztattuk. Az egyeneshez tartozé regressziés egyenletek: y = a (+SE) + b (+SE) x

a) a = 0,385040,0360 b = 0,9624-+0,0223 n—=19

b) a = 0,385540,0854 b = 1,6560-0,0489 n =16

¢) a = 0,4121+0,2607 b = 2,563040,1330 =13

d) a = 0,36684-0,1322 b = 3,5429+0,1410 w= 9
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A kompeticiéra utalé adatainkat olyan kisérletben nyertiik, melyek
soran a [K,] nem volt magasabb, mint 5 mM, ezzel szemben a K-influx fizo-
sztigmin iranti érzékenysége magasabb K-tartalmi oldatokban jobban csok-
kent, mint az a K és fizosztigmin kompeticiéja alapjan varhaté volna.
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4. dbra. Osszefiiggés a fizosztigmin koncentracidja és a gatlé hatdsa kozott, kiilonbozs [K,)

tartalmi oldatokban. Az ordinatan a fizosztigminnel gatolhaté K-influxot a kontroll voros-

vértesteken mért influx szazalékaban fejeztiitk ki (b8vebben 1. a szivegben). Abszcissza: a

fizosztigmin koncentraciéja. A K extracellularis komncentraciéjat (0,56, 2,2, 5,6, 11 mM)

az egyes gorbék mellett az dbran jeleztiik. Az abrat egyugyanazon vérdsvértest populdcion
egyidejiileg végzett kisérlet adatai alapjan szerkesztettiik.

A 4. abra ordinata értékeit az alabbi 6sszefiiggés alapjan szamitottuk ki:

MK—TME % 100
K
ahol az
M
a kezeletlen vorssvértestekben mér K-influx, a feltiintetett [K,] mellett,
M

a fizosztigminnel kezelt voéroésvértestekben mért K-influx, a feltiintetett
[K,] mellett.

A 4. abran lathaté, hogy a fizosztigmin-koncentracié figgvényében
abrazolt valamennyi vizsgalt extracellularis K-koncentraciéhoz tartozé gatlasi
gorbe derékszdgil hiperboldhoz, ill. S-alakhoz hasonlé. A fizosztigmin 10 mM
koncentraciéban alkalmazva gatlé hatasanak maximumat fejtette ki mind
0,56, 2,2 és 5,6 mM [K,] jelenlétében, mig ezeknél a K-koncentracioknal a
kontroll influxnak maximalisan 70, 61, ill. 28 szazaléka volt gatolhaté fizo-
sztigminnel. ;
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Kisérleteink alapjan gy tinik, hogy alacsonyabb [K ] tartomanyban a
K-ionok részben olyan mechanizmus ttjan lépnek be a vérosvértestekbe,
amely — a koncentracié viszonyoktél fiiggden — fizosztigminnel gatolhaté,
mig a [K ] novelésével egy fizosztigminnel nem gatolhaté mechanizmus valik
kizarélagossa.

-

izosztigmin -inszenzitiv

Kalsé K-koncentracio (K-mM )

5. dbra. A fizosztigminnel gédtolhat6 és nem géatolhaté K-influx a kiils§ K-koncentracié fiigg-

vényében. Ordinata: a 10 mM fizosztigmin jelenlétében mért K-influx, mint ,,alkaloida érzé-

ketlen influx”. A kontroll és a 10 mM fizosztigmin jelenlétében mért influxok kiilonbségét,
mint fizosztigmin-érzékeny influxot dbrazoltuk Abszcissza: [K,] mM.

Az 5. abran a fizosztigminnel nem gatolhaté és gatolhaté K-influxot
tiintettiik fel a [K,] fiiggvényében. Az el6bbi mértékének a 10 mM fizosztig-
min jelenlétében mért influxot tekintettiik. Kisérleteink tantsaga szerint a
fizosztigmin ennél a koncentriciénal gatlé hatasanak maximumat fejti ki,
anélkiil, hogy haemolizist okozna. A kezeletlen kontrollokban és a 10 mM
fizosztigminnel kezelt vorosvértestekben egyidejtileg mért K-influxok kiilonb-
ségét abrazoltuk mint fizosztigmin-érzékeny K-influxot.

E vizsgalatokbél kittinik, hogy a fizosztigmin-érzéketlen K-influx ala-
csony [K,] esetén linearisan valtozik a kiils§ K koncentracié fiiggvényében.
A fizosztigminnel gatolhaté K-influx ezzel szemben a 2,04,0 mM [K ] kézott
maximumot mutat, melynek értéke 0,8 mM K/liter vvt/éra (a mérési pontok
elhelyezkedése miatt kissé bizonytalan érték).

A Na-ionok hatasa a fizosztigminnel gatolhaté és
nem gatolhaté K-influxra

Garrahan és Glynn (1967b) kézslték, hogy alacsony K-koncentraciéju
oldatokban tartott vorosvértestek K-felvétele jelent§sen fokozédik, ha az extra-
cellularis Na-ot kolinnal helyettesitjiik.

Megvizsgaltuk, hogy befolyasolja-e a fizosztigmin K-influxra gyakorolt
gatlé hatasat az inkubalé oldat Na-tartalma. Kisérleteink soran 0,075 mM [K ]

Orvostudomdny 24, 1973




308 SZABO BELA

jelenlétében 8,0-szorosara fokozédott, 0,15 mM [K ] esetén pedig 4,8-szeresére
emelkedett mind a kontroll, mind a 10 mM fizosztigminnel kezelt sejtekben a
K-influx, ha az extracellularis Na-ot equimolaris mennyiségi kolinnal helyet-
tesitettiikk (6. abra).

J

Kolin - oldat

influx (mM K*/liter vorosvértest/ora )

K

st

7
1 B = e | X ~tigrnin
/// ////::/// ,,,,, | g e \_g . ‘
2 bea 10mM fizosztigmin

0075 0150
Kulsé K* koncentracio (mM)-

6. dbra. Fizosztigmin és Na-ionok hatasa a fizosztigminnel gétolhaté és nem gitolhaté K-
influxra alacsony [K,] jelenlétében. Ordinata: K-influx (mM K/liter vvt/éra). Abszcissza:
extracellularis K koncentraci6 (mM K). Az inkubilé oldatok 150 mM kolint, vagy 140 mM
Na-t és 10mM kolint tartalmaztak. A fizosztigmint 1,0; 5,0; 10,0 mM koncentraciéban alkal-
maztuk (az egyes gorbékhez tartozé fizosztigmin kouncentriaciékat az abran feltiintettiik). A
fizosztigmin hozzdaddsa sordn az izoténia fenntartdsira az oldatok kolin-tartalmit csok-
kentettiikk. A ,,Na-mentes” kolin-oldat szennyez8désébdl eredd Na-tartalma — a langfoto-
metrids ellen6rzés szerint — nem haladta meg a 20 uM-t.
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A 6. abra egyes adatait a II. tablazatban is kozoljiik. Lathaté, hogy a
0,15 mM [K,] esetén Na-mentes oldatban 10 mM fizosztigmin azonos mérték-
ben gatolja a K-influxot, mint a 140 mM koncentréciéji natrium, fizosztigmin-
mentes oldatban. A 10 mM fizosztigminnel kezelt és nem kezelt sejtek K-fel-
vételének aranya megegyezett a Na-tartalmi és Na-mentes oldatokban.

II. tablazat

Na-ionok hatdsa a fizosztigminnel gatolhaté és nem gatolhaté K-influxra

K-infl
Oldat: [Ko] = 0,15 mM mM/liter vvlaér‘:ixi S. D.
Na-mentes ‘ 0,8740,0057
Na-mentes + 10mM fizosztigmin 0,16 +0,05
140 mM Na 0,180,041
140 mM Na - 10 mM fizosztigmin 0,044-0,0042

Kisérleti feltételeink nem tették lehetdvé, hogy megfeleld pontossaggal
mérjiik a 0,075 mM-nal alacsonyabb K-koncentraciéju oldatokban az influxot,
ezért a 6. abran a 0,075 [K]-hoz tartozé mérési pontokat szaggatott vonallal
kotottik ssze az origéval, igy szemléltetve a Na-hatasat, amely a K-influxot
az egyes [K,] értékeknél nem aridnyosan csokkentette, és igy megvaltoztatta a
K-influx gorbék meredekségét.

A fizosztigmin és a ouabain gatlé hatdsanak 6ssze-
hasonlité vizsgalata

A ouabain a kation pumpa jélismert gatlé szere (Glynn 1957b). Tovabbi
kisérleteinkben ugyanazon vorésvértest-populaciébél szdrmazé mintakon
hasonlitottuk &ssze a fizosztigmin és a ouabain K-influxot gatlé hatasat. A
maximalis gatlé hatas eléréséhez a fizosztigmint lényegesen nagyobb molaris
koncentraciéban kell hasznalni, mint a ouabaint. (4. dbra). Kisérleteinkben a
ouabaint 107>M, a fiszosztigmint 107> M koncentraciéban alkalmaztuk.
A K-influxot 5,0, 1,5 és 0,075 mM [K ] jelenlétében tanulményoztuk (7. dbra).
A ouabain valamennyi kisérletiinkben hatasosabban gatolta a K-influxot,
mint a fizosztigmin. Ha a K koncentraciéja 0,075 mM volt, a kezeletlen voros-
vértestekben mért influx 51,00 (+0,64) uM K/liter vvt/6ra, aminek a fizo-
sztigmin 479,-at, a ouabain pedig 719%,-at gatolta.

Ha a két szert egyiittesen alkalmaztuk, a hatas sohasem haladta meg a
ouabain altal egymagaban kivaltott gatlas mértékét. Alacsony [K ] esetén a
ouabain jelenlétében mért influx 14,6 (4-0,39), ouabain és fizosztigmin egyiit-
tes jelenlétében pedig 14,6 (40,45) uM K/liter vvt/ora volt.

Fizosztigmin hatdasa a Na-influxra és a Na-leadasra

Ismertetett kisérleteinkben azt talaltuk, hogy mind a fizosztigmin,
mind az extracellularis Na ionok gatoljak a K-influxot, ha a K extracellularis
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koncentraciéja alacsony. Egyiittes alkalmazas esetén a két gatlé anyag eré-
sitette egymas hatasat (7. abra). Mindezek alapjan félvetédétt, hogy van-e
hatasa a fizosztigminnek és az extracellularis K-ionoknak a Na-influxra.

A Na-influxot kiilonb6z6 K-koncentraciéji oldatokban vizsgaltuk.
Magas [K ] jelenlétében a fizosztigmin csak kevéssé befolyasolta a Na-ionok
belépését, ezzel szemben K-mentes oldatban 1073 M fizosztigmin a kontroll
influx 509-at gatolta. (8. abra).
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Garrahan és Glynn (1967a, b, ¢) megfigyelései szerint K-mentes oldat-
ban a kation-pumpa miikédése megvaltozik. E mechanizmus — fiziolégias
koriilmények kozott — K : Na cserét katalizal, K-mentes oldatokban azonban
a pumpa Na-ionokat szallit a vérosvértestek belseje felé is. Kisérleti adataink
alapjan foltételezhetd, hogy a fizosztigmin a Na : Na cserét katalizalé pumpa
mechanizmus gatlasa révén csékkentette a Na-influxot. E foltételezés helyes-
ségét kivantuk ellenérizni, amikor megvizsgéltuk, hogy van-e a fizosztigmin-
nek hatasa a Na-leadasra is.

A Na-ionok koncentracié gradiensiik ellenében jutnak ki a vérésvér-
testekbdl, a Na-pumpa miikddése révén. Fiziologias korilmények kozott az
intracellularis Na-ionok leadasa és az extracellularis K-ionok félvétele ugyan-
azon mechanizmus altal, 6sszekapcsoltan megy végbe.

A Na-pumpa fizosztigmin iranti érzékenységét kiilonféle 6sszetételd
oldatokban vizsgaltuk (9. abra). A 10 mM K-ot tartalmazé oldatokban a K : Na
cserét katalizalé mechanizmust tanulmanyoztuk. (9. abra A, B, C). A fizo-
sztigmin, 1 mM-o0s koncentraciéban alkalmazva, ezt a folyamatot gatolta,
fiiggetleniil attél, hogy tartalmazott-e az extracellularis oldat Na-ot vagy
sem. Ugyanilyen koncentraciéju fizosztigmin 10 mM [K,] jelenlétében a
K-influxot ezzel szemben nem gatolta. (2. és 4. abra).

K-mentes, Na-tartalmd oldatokban, amikor a pumpa mindkét iranyba
Na-ionokat szallit, a fizosztigmin ugyancsak gatolta a Na-leadast. A 9. abran
feltiintetett adatok (B és C) azt mutatjak, hogy K-mentes oldatban a fizo-
sztigmin a teljes Na-leadas nagyobb hanyadat gatolja, ha a Na extracellularis
koncentraciéja magas (135 mM), mintha alacsony (5 mM).

Mind ez ideig tisztazatlan, hogy az olyan oldatokban, amelyekben a Na
és K teljes mennyiségét kolinnal helyettesitettik, milyen mechanizmus
révén keriilnek ki a vorosvértestekbdl a Na-ionok (Garrahan és Glynn 1967a;
Hoffmann és Kregenow 1966). Kisérleteinkben a fizosztigmin hatasosan ga-
tolta a Na-leadast K- és Na-mentes, kolin-tartalmi oldatban is (9. 4bra A).

A fizosztigmin gatlé hatasanak hd-koefficiense

Altalaban feltételezik, hogy magas latszélagos aktivéaciés energia a
transzport-folyamatokban aktiv, anyagcserétsl fiiggd mechanizmusra utal
(Tosteson 1955).

Kisérleteinkben megvizsgaltuk a K- és a Na-influxot 27 és 37 °C-on,
5 mM koncentraciéji fizosztigmin jelenlétében és fizosztigmin-mentes kozeg-
ben.

A K-influx meghatarozasara hasznalt inkubalé oldat 0,75 mM K-ot és
150 mM Na-ot tartalmazott. Az eredményeket a III. tablazatban kozoljiik.
A fizosztigminnel gatolhaté K-influx 2,69-szeresére névekedett, ha a h§mérsék-
letet az influx mérése alatt 27 °C-rél 37 °C-ra noveltiik.
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III. tablazat
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A fizosztigminnel gatolhaté és nem gatolhaté K-influx hémérséklet fiiggése

K+-inflax mM K/liter vvt/éra

5 mM fizosztigmin ) _
Kontroll influx jelenlétében mért F’?Osz“gf“m“el
A influx gétolt influx
A-B
972G 0,31 0,08 0,23
37°C 0,80 0,18 0,62

A Na-influxot K-mentes oldatban vizsgaltuk. A Na extracellularis
koncentraciéja 150 mM, a fizosztigminé 5 mM volt. A 27, ill. 37 °C-nal mért
influxok a IV. tablazatban talalhatdk.

IV. tablazat

A fizosztigminnel gdtolhaté és nem gdtolhaté Na-influx hémérséklet fiiggése

Na-inflax mM Na/liter vvt/éra

5 mM fi " s
Km::roll n}ele aléteber, - gatolt
B
27° C 0,83 0,40 0,43
3T E 2,18 1,15 1,03

A fizosztigminnel gatolhaté Na-influx 2,39-szeresére névekedett 10 °C hé-
mérséklet-emelés hatasara.

A vorésvértest membranban a kation-csere mechanizmusa tilsigosan
komplex ahhoz, hogy a h6mérséklet-valtoztatas hatasat pontosan elemezhes-
siik. Azonban a fizosztigminnel gatolhaté K- és Na-influx Q,, értékének
eltérése mégis arra utalhat, hogy a fizosztigmin és a Na-influx, valamint a
fizosztigmin és a K-influx kozotti kolesonhatas kiilsnbozik.

Megbeszélés

Megallapitottuk, hogy a fizosztigmin gatolja valamennyi vizsgalt
ioncsere-folyamatot — megfelel kisérleti koriilmények kozott.

A fizosztigmin elsGsorban alacsony [K,] esetén gatolta a K-influxot,
ezzel szemben nagy koncentracioban alkalmazva is hatastalanna valt, ha a
K extracellularis koncentraciéja meghaladta a 10mM-t. Kisérleteinkben észlelt
legnagyobb mértékid gatlas esetén a kontroll K-influxot 0,3-szeresére csokken-

tette. Magas, 10 mM koncentréci6ji fizosztigminnel mintegy 0,8 mM K/liter
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vvt/éra értéki influx komponens gatolhats, ha a [K ] 2 és 4 mM kézétt van
(5. abra). Ez az adat azért figyelemre mélté, mert csaknem a felét teszi ki a
[K,] emelésével elérhet§ maximalis influxnak.

Kezeletlen vorosvértestekben a [K ] emelésével a K-influx hiperbolikusan
emelkedik (2. abra), a fizosztigmin ezzel szemben, az influx-gérbét ellapositja.
Ha a gatlészer koncentraciéja 10 mM, az influx a [K] linearis fiiggvényévé
valik, amikor a [K,] nem nagyobb, mint 10 mM. A K-influx — [K,] 6ssze-
fuggés elveszti ezaltal a Michaelis 8sszefiiggésekre emlékeztets jellegét, amely a
carrier altal kozvetitett aktiv transzport-folyamatokra jellemzs. A megfigyelés
arra utal, hogy a fizosztigmin a K aktiv transzportjat gatolja. Ebben a tekin-
tetben hatdsat 6sszehasonlitva a ouabainnal, megallapithat6, hogy a fizo-
sztigmin kevésbé gatolja a K-transzportot, mint a ouabain, egyiittes alkal-
mazasuk esetén azonban hatasuk nem 6sszegz6dik, hanem mindig a ouabainra
jellemz8 mértékd gatlas érvényesiil (7. abra). Az egyes szovetféleségekben a
K-influx érzékenysége a ouabain, ill. a fizosztigmin irdnt érdekes médon
kiilénbézik. igy Szabé és Kovaes (1971) kimutattak, hogy harantesikolt
békaizmon a fizosztigmin sokkal hatasosabban gatolja a K-felvételt, mint a
ouabain.

Alacsony [K,] tartoményban a fizosztigmin tébb mint 50 szazalékat
gatolja a K-influxnak. A [K ] emelése soran (0 és 4 mM [K,] kozott) a fizo-
sztigmin-szenzitiv influx jobban aktivalédik, mint a fizosztigmin-inszenzitiv.
Ebben az alacsony K-tartomanyban a fizosztigmin az extracellularis K-
ionokkal kompeticiéban van és ezaltal gatolja a K-influxot. A fizosztigmin
hatasara a szamitott Vu,x valtozatlan marad, mig az 1/2 V,x-hoz tartozé
[K,] értékek emelkednek.

Nem tudjuk, hogy a K-ionok és a gatlészer koziotti kompeticié a transz-
port reakciéo melyik ciklusaban jatszodik le.

A fizosztigmin K-influxra gyakorolt gatlé hatasa emlékeztet az extra-
cellularis Na-ionok altal kifejtett gatlasra. Emellett sz6l, hogy a fizosztigmin
a kisérleteinkben alkalmazott H-ion koncentraciénal (pH 7,4) teljes egészében
kationos formaban van (Wilson, 1957). Ismeretes tovabba, hogy a kationokat
transzportalé rendszer K-kt helyei meglehet8sen kevéssé szelektivek és a
K helyett mas ionokat is képesek megkotni, ill. transzportalni (Love és Burck,
1953; Post és Jolly, 1957; McConaghey és Maizels, 1962). Kimutattak azt is,
hogy a vordsvérstestek a fizosztigmint is akkumulaljak a kérnyezetikbdl és
az extracellularis K-ionok ezt a folyamatot gatoljak (Christensen és Riggs,
1951).

A fizosztigmin a Na-influxot is gatolta kisérleteinkben. Garrahan és
Glynn (1967a, b, ¢) megallapitasai szerint K-mentes, Na-tartalmd oldatban
inkubalt voérésvértestekben a transzport rendszer Na : Na cserét katalizal.
A 8. abran bemutatott kisérleteinkben azt talaltuk, hogy ugyancsak K-mentes
korilmények kozott 1 mM fizosztigmin a Na-influxot felére csokkentette.
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Eszerint a fizosztigmin nemcsak a K-ionokkal 1ép kompeticioha a kation-koté
helyeken, hanem a Na : Na cserét végz8 transzport-rendszerrdl a Na-ot is leszo-
ritja.

Alacsony [K,] tartalmi oldatokban az extracellularis Na-ionok jelentds
mértékben csokkentik a K-influxot. Sachs és Welt (1967), valamint Garrahan
és Glynn (1967b) transzportkinetikai vizsgalatai arra utaltak, hogy a K carrier
két kation-kots hellyel rendelkezik, amelyek koziil az egyik K-tartalmi oldat-
ban csak K-ot kot meg, mig a masik kotg-helyért alacsony K-koncentracioji
oldatokban a Na-ionok is versengenek.

Ezek alapjan tehat foltételezhetd volna, hogy a K carrier egyik kotd-
helyén a K és Na ionokon kiviil a fizosztigmin is verseng a kotddésért. A II.
tablazatban kézolt eredményeink azonban gy latszik, hogy ellentmondanak e
foltételezésnek; e kisérletben a fizosztigmin is és az extracellularis Na-ionok is,
kiilon-kiilon mintegy 1/5-ére csokkentették (0,87-rél 0,18 mM K/liter vvt/6ra-
ra) a kolin oldatban mért K-influxot. A fizosztigmin és a Na egyiittes alkal-
mazasara a K-influx kevesebb, mint 1/20-ara (0,87-r6l 0,04 mM K/liter vvt/
6ra-ra) csokkent a Na-mentes korilmények kozott mért kontroll influxhoz
képest.

A fizosztigmin és a Na-ionok tehat egymastél fiiggetlen tamadasponton
gatoljak a K-influxot. E megallapitast az is alatamasztja, hogy a fizosztigmin
Na-leadasra gyakorolt hatasa fiiggetlen a K extracellularis koncentracisjatol.
A 9. abran bemutatott kisérletek szerint a Na-leadas gatlasa olyan koriil-
mények kozdtt is bekovetkezik, amikor sem a K, sem a Na influxban nem ész-
leltiink gatlast.

Valamennyi kisérleti adatunk egybevetése alapjan valészintinek latszik,
hogy a fizosztigmin nem, vagy pedig nemcsak a carrier molekula K-kot6 helyein
1ép versengésbe a K-ionokkal, hanem a transzport-rendszer aktivalé mecha-
nizmusat bénitja.

A K-ionok transzportjuk soran aktivaljak a Na-pumpat, ill. a transz-
portban fontos szerepet jatsz6 ATPaz enzim-aktivitasat, ezaltal gyorsitjak
mind a sajat, mind a Na-ionok transzportjat. Ez id§ szerint nem ismert, hogy
az aktivalé helyek azonosak-e magukkal a transzportalé helyekkel. Kisérle-
teink alapjan valészintinek latszik, hogy a két hely egymastél kiilonbozik, és a
fizosztigmin az aktivalé helyeken fejti ki gatlé hatasat.

Osszefoglalds

A 42-K-felvételt, valamint a 24-Na-felvételt és leadast tanulmanyoztak
10-*—-10-2 M fizosztigminnel kezelt és kezeletlen, friss, mosott, emberi voros-
vértesteken. A fizosztogmin mind a harom vizsgalt ionmozgast gitolta.

A fizosztigmin K-influxra gyakorolt hatasa fiigg a K extracellularis
koncentraciéjatsl ([K,]). A [K,] figgvényében abrazolt K-influx S-alakot
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olt, amely fizosztigmin jelenlétében ellaposodik. A Lineweaver-Burk rend-
szerben abrazolt eredmények a fizosztigmin és az extracellularis K-ionok kézotti
kompeticiéra utaltak, ha a [K,] alacsonyabb volt, mint 5 mM. A K-influx
Vinax értéke valamennyi esetben 2,6 mM K/liter vvt/éra koriili volt, mig a
szamitott Ky 2,5 és 9,6 mM [K ] kozott valtozott a fizosztigmin koncentracié-
tol fiiggben (0—10 mM). A fizosztigmin-érzékeny K-influx a [K,] emelésével
fokozodik és 2 mM [K ]-nal eléri maximalis értékét (0,8 mM K/liter vvt/éra).
A [K,] tovabbi noévelésével a K-influx érzékenysége fokozatosan csokken és
10 mM [K,]-nal megsziinik.

A ouabain (1075 M) hatasosabban géatolja a K-influxot, mint a fizosztig-
min (1073 M). A két gatloszer egyiittes alkalmazasa soran hatasuk nem ésszeg-
z8dik, hanem mindig a ouabainra jellemz§ gatlas érvényesiil.

Alacsony [K,] esetén, ha az extracellularis Na-ot kolinnal helyettesitjiik,
a K-influx 4—8-szorosara emelkedik. A fizosztigmin a Na-mentes oldatokban
is gatolja a K-influxot. Az [Na,] valtoztatdsa a fizosztigmin-szenzitiv és
inszenzitiv K-influx aranyat nem véltoztatja meg, szemben a kiils§ K-mal.

A Na-influxot 10~3 M fizosztigmin felére csékkenti K-mentes oldatban, a
[Kq] novelésével a gatlas mértéke csokken.

A 24-Na leadast valamennyi vizsgalt kériillmény kozott gatolta a fizo-
sztigmin (1073 M), tehat olyan oldatokban is, amelyekben a Na vagy K
influxot nem befolyasolta.

A kisérletek eredményei azt bizonyitjak, hogy a fizosztigmin a ouabain-
szenzitiv kationcsere valamely részfolyamatat gatolja, feltehet8en olyan médon.
hogy kompetetive leszoritja a K-ionokat a transzport rendszert aktivals
kotéhelyekrdl.

T6bb mint 20 éve ismeretes, hogy a fizosztigmin és egyéb kolineszteraz
gatlok hatast gyakorolnak a kiilonb6z6 szévetek kation-transzportjara
(Bullock és mtsai 1946, 1947; Rothenberg 1950; Kirschner 1953; Wright 1956).

Kovacs és Szabé (1971) vjabban kézélték, hogy Na-mentes kozegbe
helyezett, izolalt békaizmok Na-leadasanak 609,-a fizosztigminnel gatolhatd,
ha az izmok intracellularis Na koncentréaciéja viszonylag magas, ezzel szemben
alacsony Na-tartalmi izmokban a fizosztigmin nem befolyasolta a Na-leadast.

Emberi vérosvértesteken végzett vizsgalatok ellentmondé eredményeit
Glynn (1957a) foglalta 6ssze, aki sajat kisérleteiben a fizosztigmint hatas-
talannak talalta.

Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a fizosztigmin hatisosan ga-
tolja a kalium félvételt az emberi vérésvértestekben, ha a kalium koncentra-
cidja az extracellularis térben alacsony. Ilyen korilmények kozott a fizo-
sztigmin és az extracellularis K ionok kozott kompetitiv jelenségek észlelhetSk.

A fizosztigmin a Na-influxot is gatolja K-mentes, vagy alacsony K-tar-
talmi oldatokban, ezzel szemben a Na-leadast mind K-mentes, mind pedig
magas K-tartalmi oldatokban csékkenti.
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