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Bevezetés

A bioldgiai membrinok, mint az €l0 szervezetben
eldforduld igen jellegzetes strﬁkturék mar régbéta képezik
kutatés targyat. Sokrétii funkcidik és kiildnlegesen rende-
zett felépitésiik miatt igen nehéz - a nativ allapotot
megdrzd - 1izolédlasuk és vizsgdlatuk. Ma mé@r hatalmas is-
meretanyag all rendelkeiésre a membrénok felépitésére vo-
natkozdan, de még ezek az informacidék sem elegendlk szémos
a membréndk niikbdésével kapcsolatos jelenségek magyaraza-
tara.

A munkdnk egyik célja a szivizom sejtmembrén enzi-
mek izoladlasa és miik&désilik tanulményozésa volt. Részlete-
sen vizsgaltuk a Na¥- k% aktivalhaté ATP-&z enzimet, amely
aktiv részese az iontranszportnak, valamint a 3’,5° cikli-
kus foszfodiészterazt [PDE/, amely fontos szerepet jatszik
a szervezet cAMP szintjének biztositésdban. Mindkét enzim
esetében igyekeztiink olyan izolalasi metodikakat alkalmaz-
ni ill. kidolgozni, amelyeknek eredményeképpen nagy tisz-
tasdgi foku enzimet kapunk. A tisztitott enzimeket specifi-
kus géatldészerek segitségével vizsgaltuk.

A munké&nk mésik célja a fent emlitett két enzimnek
uj farmakonokkal t6rténd gatlasénak tanulményozdsa volt.

A vizsgélt farmakonok a Chinoin Gydgyszergyar anya-

gai, igy védettek, szerkezeti képletilkket nem ismertethetjiik.



A.

Irodalmi &Attekintés

I. Biolbégiai membrénok

Az é1C szervezetre jellemzO egyenldtlen anyagelosz-
last kiildnlegesen szervezett strukturdk, a bioldgiai
membrinok biztositjdk. A membrinok alapvetd biolégiai
jelentOségének felismerése utén nem kis erOfeszitést
tettek OsszetevOirek izolaléséra és jellemzd tulajdon-
sdgainak megédllapitasédra., Az elmult évtizedekben igen
sok clyan médszert dolgoztak ki, amelyek segitségével
kielégitd tisztasdgu membrén prepardtumckat sikeriilt
elddllitani olyan mennyiségben, amelyek elegendfek vol-
tak ahhoz, hogy kémiai analizisnek aldvessék. Ma mér a
kiilénb6z0 biolégiai membranok Ssszetétele ardnylag jol
ismert, de az, hogy az egyes komponensek hogyan szerve-
zOdnek colyan komplex egységgé, amely a membrénock jél is-

mert tulajdonsédgaival birnak, mér kevésbé ismeretes.

I.1l. Lipidek szerepe a bioldgiai membranokban

A lipidek alapvetd szerepét a bioldgiai membranock
integritéasdban és funkcidiban mar néhany évtizeddel ez-
eldtt sokoldaluan bizonyitotték, ma mér elfogadott tény,
hogy semmilyen membran funkcié, még a legegyszeriibbnek
latsz6 sem képzelhetd el a membrén lipid aktiv részvé-
tele nélkiil. A kiilénbdz0 szétvalasztisi technikdk fej-
15désével egyre inkabb bebizonyosodott az a régen sej-
tett elképzelés, hogy a membrénok lipid Osszetétele igen

heterogén. Ez a heterogenitéds nemcsak egyes speciesek,
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vagy ugyvanazon species kiilénblz0 szdvetei kdzdtt nyilvénul
meg, hanem ugyanazon sejt kiilénbz8 membrénjai is igen val-
tozé lipid Usszetételilek., Erre vonatkozé adatok kdziill Korn
/1966 / a mielin, a vdrdsvértest, mitochondrium, mikroszdma,
Azetobacter agilis és Escherichia coli membrén lipid Ossze-
tételére vonatkozdan.

Veerkamp és mtsai /1962/ vizsgidlatokat végeztek a membré-
nokban talélhatdé lipid zsirsav Osszetételére vonatkozdan,
és megéllapitottdk, hogy a neutrélis zsirok zsirsav Ossze-
tételében Gridsi kiildnbségek lehetnek ugyanazon species
kiildnb&z0 egyedei kdzbtt is, viszont egy egyed kiil¥nbdzs
szbvetel kiz0tt a zsirsav Usszetételben minimalis kiil&nb-
ségek mutathatdék ki. A foszfolipid frakecid zsirsavainak
megoszlisa éppen forditott, klildnbdzd dllatok azonos szer-
veinek foszfolipid-zsirsav Usszetétele hasonlé, de ugyan-
azon &llat killdnbdz0 szervei kizdtt megoszlésuk nagy kii-
18nbséget mutatnak.

A ma rendelkezésre 4116 adatok alapjén feltételezhetd,
hogy a membrénok lipid Usszetételében tapasztalhatd nagy
heterogenitis Ssszefliggésben van a membrénck funkciéinak
heterogenitasaval.

Exrre vonatkozd adatokat kizdlnek, megvizsgdlva a kiildnbdzd
allatfajok virdsvértestjeinek glicerin é&s gliikéz permeabi-
litési sebességét, magillapitotték, hogy az filigg a palmi-
tinsaviclajsav aranytdl, valamint a membran lecitinjének
mennyiségétdl, IVeerkamp.és mtsal /1962/, de Gier és van

Deenen /[1961//.



Feltételezhetd, hogy szémos kdéros elvdaltozas kialakula-
sédban szerephez juthat a membrénock normélistdl eltérd li-
pid Gsszetétele is. Ismeretes, hogy a kevésbé differen-
ci&lt sejtek membré&njdban a foszfatidilcholinsfoszfatidil-
etanoclamin aradny altalidban magas., TObbek kdzbtt ezzel hoz~
zédk Osszefiliggésbe, hogy a tumor sejtek membrén permeabi-
litasa eltér a normil sejtekétdl. [Abercrombie és Ambrose
/1958/, Skipski és mtsai /1965//.

Az utébbi években egyre t&bb olyan adat lat napvilagot,
amelyek meger®sitik a lipidek specifikus szerepét a memb-
réan milkddéssel kapcsolatban &l116 celluléaris folyamatockban.
Igy pé€ldadul a foszfoenclpiruvit-foszfotranszferiz rendszer
niik&déséhez foszfatidil-glicerin szilkséges [Milner és
Kabach [1970//. A [Na'+k"/ aktivalhaté ATP-&z inaktivnak
bizonyul foszfatidilszerin nélkiil /Weeler és Whittam
/11970//. Szémos, a mitochondrium membré&nban lokalizdlt
dehidrogendzrél illetve oxidéazrdl ismeretes, hogy mikkddé-
slikh6z foszfolipid szilkkséges /Cerletii és mtsai [1967/;
Jurtshuk és mtsai /1961/; Reich és Waino /1961//. Nagyon
valdészinli, hogy a citokrémoxidédz is egyetlen lipidet,
kardiolipint tartalmaz /Awasthi és mtsai /1970//. A fenti
adatokbdél ugy tiinik, hogy a lipidek igen sokrétiien vesz-
nek részt mind a biolégiai membrénok felépitésében, mind
annak kiilénb®z8 funkcidéiban. A lipidek kiemelkedl szere-
pére mutat még az a tény, hogy szemben a membrén struk-
tur-fehérjéivel, a membrén lipidek igen nagy megujulési

készséggel rendelkeznek /Dawson [1966//.
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I.2., Fehérjék szerepe a membrénok milkédésében

A mielin kivételével, amely azokatlanul kis mennyi-
ségben tartalmaz fehérjét, a membranok t8megének legaldbb

50 $~at fehérjék alkotjdk. A membrén fehérjék két nagy cso-

portra oszthatdék: a membran enzimekre és a katalitikus akti-

vitassal nem rendelkezG ugynevezett struktur fehérjékre.

Az 1960-as években marhasziv mitochondriumbdl az ismert fe-

hérje tulajdonsagoktdl eltérd fehérjéket izolaltak, amelye-

ket struktur fehérjéknek neveztek el. Ezen fehérjékre jel-
lemz® a neutrdlis kdzegben vald nagyfoku oldhatatlansag, va-
lamint nem rendelkeznek semmilyen kimutathatdé enzimaktivi-
téssal. Mennyiségiik jelent®s, a mitochondrium Ossz-fehérje

mennyiségének 30-45 %$-&t teszik ki. /Green és mtsai [1961/;

Criddle és mtsai /1962//. A struktur fehérjék vizsgalata meg-

lehetOsen nehézkes, mivel nem rendelkeznek enzimatikus akti-

vitéssal, tisztitasuk hatékonysagat nehéz kdvetni, tovéabba,
mivel neutralis milli&ben nagymértékben oldhatatlanok, erd-
sen savas vagy lugos k&zegben viszont denaturé&ldédnak, a klasz-
szikus tisztitisi mdédszerek igen nehezen alkalmazhatdk.

A strukturfehérjék szerepe pontosan nem ismeretes, a rendel-

kezésre &l1l6 adatok alapjan feltételezett funkcidi a kdvet-

kezCk: [Kaplan és Criddle [1971]//.

1./ Meghatéarozott kétdhelyeikkel biztosithatjak a kiildénbdzd
reakcid sorozatokban résztvevdO enzimek térbeli Osszeren-
dezettségét.

2./ Megfeleld médon létrehozott energetizalt forméban olyan

fehérje konformidcidés valtozdsokat képesek kialakitani,



amelyek segitségével szabdlyozhatnak szamos aktiv

transzport folyamatot.

3./ A membran specidlis felépitésének biztositasaval
specifikus helyeket képezhetnek a membrin matrix-
ban a lipidek, szénhidratok és nukleinsavak szaméa-
ra,

4,/ Biztosithatjadk a membran mechanikai stabilitésat
/Maddy 1969//.

Végeredményben a strukturfehérjéknek igen aktiv
szerep jut azdltal, hogy biztositjdk tdbbek k&zdtt a memb-
réan milkkddés egyik jellemzGjének, a membran aszimmetridnak
a fenntartasat, mivel a lipidek Snmagukban erre nem képe-
sek.

A membran fehérjék mésik nagy csoportja enzimatikus
tulajdonsdgokkal rendelkezik., Szamos enzimrdl kimutattdk,
hogy miikddésiik membranhoz kHtdtt. Kordbban leginkdbb a
mitochondrium enzimeit vizsgéltidk ilyen szempontbdl, és
megallapitottdk, hogy az enzim komplex miikddéséhez a memb-
ran mindkét £6 alkotdeleme, azaz mind a lipid, mind a struk-
turfehérjék sziikségesek. Egyrészt aktivaljdk a megfeleld
enzimet, masrészt megszabjik az egyes részreakcidk irédnyat
és részben sorrendjét is a strukturdn belill /Rothfield és
Finkelstein /1968//.

A mitochondriélis membrén mellett vizsgdltdk a plaz-
ma-membran enzimatikus Osszetételét is, bar sokiig komoly
akadalyt jelentett a megfeleld tisztasigu membréin prepara-

lésa. Ma mar elég sok adat &1l rendelkezésre a plazma-=memb-
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rdn enzimeit illetden. Emmelot és Beneditti /1967/ szerint
az adenin nukleotidokat bonté foszfatézokon kivil a legakti-
vabb enzimek kdzé az észterazok és egyes oxidoreduktézok
tartoinak. A plazma-membrénck enzimeinek miik&édésének Gssze-
fliggéseire vonatkozdan nagyon kevés adat &4ll rendelkezésre.
Igy ma még megvalaszolatlan az a kérdés, hogy vajon a plaz-
ma-mebran egyes enzimei egyméstdél fliggetleniil miikddnek-e,
vagy a mitochondridlis membré&nban ésszerendezett enzimmii-
k@idéshez hasonldan itt is bizonyos kapcsolatban &llnak egy-
méssal.

A membranok szerkezeti felépitésének vizsgilatakor
fontos kérdés, hogy milyen kapcsolatok vannak a membréan
fehérje és lipid komponensei k&zttt. Az eddigi tanulményok-
bél arra lehet kbvetkeztetni, hogy ezek a kdlecsdnhatéasok
meglehetdsen gyengék, é€s ionos kélecstnhatésok, hidrogén
kdtések, van der Waals erdk, valamint hidrofdb kdtések tart-
jdk fenn. A gyenge k&lcstnhatésok nagyon valdsziniiek, ugyan-
is a sejtmembrénbdél a lipidek arédnylag igen enyhe behatéas-
sal, szerves olddszerekkel, valamint detergensekkel elvéa-
laszthatdék a fehérjéktdl /Engelman és mtsai [1967//; Green
és Fleischer [1963/; sSalton /1967/, /1968//.

Elég sok vizsgdlat ira&nyult arra, hogy az ionos kdl-
csOnhatés bizonyitast nyerjen, de tulajdonképpen nincsen
semmi kdzvetlen bizonyitéka annak, hogy ionparok lennének
felelSsek a fehérje lipid kdlcsdnhatésért. Ilyen vonatko-
zasban csak a mielin foszfoinozit komponensei j8hetnek szé-
mitésba, amelyeket csak kizardlag erOsen savanyu kdzegben

lehet kivonni /Folch /1942/, Lebaron /1963/, Dawson és Eich-



1. /Nat+ x%/ aktivalhats aTP-az

A miozin adenozintrifoszfatdz aktivitéasénak felfede-
zése 6ta [Engelhardt és Ljubimova [1939// a biokémiai kuta-
tasok egyik nagyon lényeges kérdése, hogy milyen szerepet
tbltenek be az ATP-t hidrolizaldé enzimek vagy enzim rendsze-
rek a kiilonbdz8 sejtekben. Altaldban ATP-az alatt azt a
hidrolitikus folyamatot értjiikk, amely sorédn az ATP enzima-
tikusan ADP-re és anorganikus foszféatra bomlik, és ez a fo-
lyamat nincs Osszekapcsolva az ATP kbtési energiidjanak atvi-
telével valamilyen uj vegylilet keletkezéséhez.

Az elmult husz év vizsgdlatai arra az eredményre ve-
zettek, hogy a sejtekben kimutathatd ATP-azok egyike az ak-
tiv iontranszporttal van kapcsolatban. Ezen kapcsolatot a
vordsvértest membran ATP-az vizsgdlatakor fedezték fel.
|Garzd és mtsai [/1952/; Clarkson és Maizels /1952//. A szo~-
ros kapcsolat bizonyitdsdhoz még tovabbi munkdlatok valtak
szilkkségessé, E témaval kapcsolatos tSbb kordbbi munka ered-
ményei megegyeztek Post és mtsai [/1960/ eredményeivel, ami-
kor a vBrbsvértestek iontranszportjat parhuzamosan vizsgél-
tik a vdrdsvértest membranbdél izolalt prepardtum ATP-&z ak-
tivitas&val. ElsSként igazoltdk, hogy a /Na'+ K/ aktivédlha-
td ATP-az aktiv részese az iontranszportnak. Leirtdk, hogy a
membrin eredeti INa++ K+/ aktivalhaté ATP-az és az aktiv ion-
transzport aktivadlhatdsdgi és gatolhatdsagi feltételei azo-

nosak,































































































































































































































