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A, BEVEZETES

A,l, Kation gradiensek az intakt sejt és kdrnyezete kdzdtt

Minden €16, intakt sejt jellemzdje - az egyszerli, sejt-
maggal és subcellularis szerkezettel nem rendelkezd emlds vo-
résvértest és a nagymértékben bonyolult szerkezetii neuron ese-
tében egyarant-, hogy kdrnyezetével szemben egyenldtlen ion-
eloszlast tart fenn. Ennek kialakitasaban elsddleges szerepet
kell tulajdonitanunk az anorganikus kationoknak; az egyenlOtlen
anion eloszlas a kation gradiensek fiiggvénye, ill, a Donnan
egyensuly &ltal meghatarozott, Organikus, ionos é&s nem ionos
molekuladk megoszlasaban a sejt és kOrnyezete kdzbtt, azok transz-
portjadban a sejtmembranon keresztil ugyancsak meghatidrozd sze-
repet jatszik az anorganikus kationok gradiense /Glynn és
Karlish 1975; Sarkadi és Tosteson 1979; Lew és Beaugé 1979;
Mullins 1979/.

Erre utal, hogy a sejtmembran az anorganikus anionok szama-
ra a legtdbb sejt esetén "permedbilis": az anion koncentracid
valtozasa a membran egyik oldalan t&bbnyire maga utdn vonja a
koncentracidé valtozasat az ellentétes oldalon is mindaddig, a-
mig a Donnan egyensulynak megfeleld koncentracidk kialakulnak.
Az anion mozgasa a membranon at a koncentracidé gradiens iranya-
ban tdrténik /Gunn, 1979/.

Ezzel szemben az anorganikus kationok /a tovabbiakban egy-
szerlien kationok/ esetén az extracelluldris koncentrédcid valto-

zadsa nem vezet feltétleniil az intracellularis koncentracid val-



tozdsadhoz. [Ezért az izotdp technika elterjedése eldtt al-
talanos volt az a felfogas, hogy a sejtmembran kationokra
"nem permeabilis”./ Masként fogalmazva azt mondhatjuk, hogy

a kation koncentracidk az él0 sejtben széles hatdrok k&zdtt
fliggetlenek azok koncentracidé gradiensétdl, Ugyanakkor} az
izotdép technika alkalmazasa bizonyitotta, hogy a kationok is
mozognak a sejtmembr&non &t a koncentracidé gradiensek iranya-
ban, Ez a két tény vezetett ahhoz a felismeréshez, hogy az
€18 sejtben miikddik olyan "ion~pumpa" mechanizmus, mely e-
nergia felhasznalasaval kompenzdlja a koncentracid gradiens
iranyaban t8rténd kationmozgast és ilyen mdédon a kationokat

a gradienssel szemben mozgatva gondoskodik az egyenldtlen ka-
tion koncentracidk, tehat a gradiens fenntartasardl [Rosen-
berg, 1948; Ussing 1949; Koefoed-Johnsen és Ussing 1960/.

Az egyenldtlen kation megoszlas jellemz3 a magvatlan,
szerkezet nélkilili emlds vOrOsvértestekre is, noha nagy faji
eltérések észlelhetdk /Wiley 1977/. A kutya, macska és egyes
kérddzok vordsvérsejtjeiben példaul a K+/Na+ koncentraciok
hanyadosa egynél kisebb, mig a legtdbb emlds vdrdsvértestben
/ilyen az emberi virosvértest is/ a k' koncentracidé sokszo-
rosan magasabb a Na+ koncentracidénal [Ellory 1977; Parker
1977/. A sejten belil a két kation aranyénak megfeleld a
kornyezettel szemben kialakuld kation gradiens: alacsony
K+/Na+ arany esetén nem nagy az eltérés a kiilsd és belsd K"
i1l. Na' koncentréacidk kdzétt.

Mai ismereteink szerint minden eukariotadra - a sejt

tipusatdl, funkcidjatdl és a faji jellegzetességektdl fiig-



getleniil - jellemzd a sejten beliili magas K+/Na+ arany /Koe-
foed-Johnsen és Ussing 1960/. Eukariot&k esetén azonban a sejt
belsd szerkezete eredményeként a kation pool eloszlasa a sej-
ten beliil nem feltétleniil homogén /Ling 1977; Oschman 1978;
Ussing és Leaf 1978/. Szamos adat utal arra, hogy a K -ra
vonatkozdan mindenképpen szamolni kell ilyen intracelluléaris
kompartmentacidéval, mely fontos szerepet jatszhat a kation
gradiensek szabalyozasdban oly mdédon, hogy befolyéasolja a
sejtmembran belsd kdrnyezetében a K+ koncentracidjat /Latz-
kovits és mtsi 1974; Kukes és mtsi 1976/.

A KV és Na' megoszlasdhoz hasonld koncentréacid gradiensek
jellemzdk a Mg++ és ca't eloszlasara a sejt és kbrnyezete ko-
z0tt [Sulakhe és St.Louis 1980/. A kiilonb6zd sejtek Mg"'+ tar-
talma és a sejt-viztér ismeretében szamitott Mg++ koncentra-
cidk sokszorosan meghaladjék a fizioldgiads extracellularis te-
rekben mérhetd Mg++ koncentracidét. A Mg++ nagy része azonban
nem ionos &llapotban, hanem kiilonféle, rosszul disszociald
komplexek formajaban taldlhatd a sejtben /az emlds vdrdsvér-
testben pl. nagyrészt Mg++-hemoglobin komplexként/ /Sarkadi
és Tosteson 1979/. Ezért a Mg++ gradiensekrdl ismereteink mai
szintjén keveset mondhatunk, azonban feltételezhetd modell
kisérletek alapjan, hogy a Mg++ szerepet'jétszik a cat?t
gradiensek szabalyozasaban [Mullins 1979; Sulakhe és St.Louis
1980/.

Lényegesen t&bbet tudunk a cat?t megoszlasdrdél a sejt és

kornyezete kozdtt [Scarpa és Carafoli 1978; Sulakhe és St.Louis

1980/. Ennek mindenek eldtt metodikai magyaréazata van: egy-



részt a ca*t-nak van biolégiai kisérletben egyszerilien hasznal-
hatdé, jo6l mérhetd radiocaktiv izotdpja, masrészt adott annak a
lehet®sége, hogy az intracellularis szabad Ca++ szintet intakt
sejtben kozvetlenlil mérjiik /Ca++ szelektiv mikro-elektrddok,

+ tartalom tekintetében

equorin lumineszcencia mérése/. A Ca+
az egyes sejtek nagy eltéréseket mutatnak. Az emlds vOrdsveér-
testek Ca+fot igen kis mennyiségben tartalmaznak, azt is ko-
to6tt formaban, a membréankan.? sejtplazma szabad Ca++ koncent-

7

racidéja kisebb,mint 100’ M /Scarpa és Carafoli 1978; Sarkadi

és Tosteson 1979; Lew és Beaugé 1979; Sulakhe és St,Louis

1980/. Eukariotak Ca++

tartalma /Osszfehérjére vagy Osszviz-
tartalomra vonatkoztatva/ magas. A koncentracid gradiens meg-
itélése szempontjabol azonban a catt esetében is figyelembe
kell venni a ca’~ kompartmentacidjat: a catt nagy része a mi-
tochondriumokban, endoplazmatikus retikulumban /izom esetén
szarkoplazmatikus retikulum/ kotdtt formadban raktdrozédik. A
citoplazma szabad catt koncentracidéja alacsony, a ma rendel-
kezésre 4116, kodzvetleniil mért adatok alapjdn ez az érték eu-

7 M. Ez az érték az extracellu-

kariotdkban is kisebb mint 10
laris tér 10-3 M nagysagrendii koncentracidojaval szemben je-
lentds iongradienst képvisel [Scarpa és Carafoli 1978; Sulakhe
és St.Louis 1980/.

Az iongradiensek valtozasa a magvatlan emlds vdrdsvér-
testek esetén is alapvetBen fontos az élettani funkcidk szem-
pontjabol [Sarkadi és Tosteson 1979; Lew és Beaugé 1979/. Ez

a megallapités kiildntOsképpen érvényes eukariotdkra vonatkozd-

an. A sejt élettani miikédését, pl. az izom és idegsejt esetén,



a kation gradiensek igen r&6vid idd alatt /milliszekundumos
dimenzidban/ lejatsz6dd valtozasa kiséri. Abban az esetben
is, ha a kation koncentracidé nem valtozik a sejtfunkcidval
parhuzamosan, feltehetd a kation turnover, a k&rnyezet és a
sejt kozotti kation csere sebességének valtozasa [Mullins
1979; Inesi 1979/. A vesehamsejtek szekretoros funkcidjanak
valtozéasa pl. nem jér.az intracellularis Na' és K' koncent-
racié valtozasaval, azonban kimutathatd a sejten keresztiil
lejatsz6ddé anion fluxus sebességének ndvekedése vagy csdk-
kenése /[Strewler és Orloff 1977/.

Mai ismereteink szerint a kationgradiensek fenntartasa-
ért felelds, ill. a valtozasokat meghatarozd szabalyozd me-
chanizmusok alapvetd fontossdguak a sejt fizioldgids miik&dése

szempontjabol.

A.2, A kationtranszport szabalyozasa. "Pumpa" mechanizmusok

A kationgradiensek altal képviselt elektrokémiai poten-
cial az ionkoncentracidk kiegyenlitése irdnyaban hatd ionmoz-
gasokat hoz létre. Az él0 sejt altal fenntartott energiaigé-
nyes transzport mechanizmusok gondoskodnak a kation gradiensek
fenntartasardél és a valtozasok szabalyozasardl. Ezeket a
transzport mechanizmusokat az élettani, biokémiai irodalom
"pumpa" mechanizmusoknak nevezi., Miikodésiik a sejtmembranban
elhelyezkedd enzimek mik&désén alapszik. Mai ismereteink sze-

rint két enzim miikddése jatszik kdzvetlen szerepet a kation
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Tosteson 1979; Lew és Beaugé 1979; Sulakhe és St,Louis 1980/.

Igen részletes ismeretekkel rendelkeziink a Na+,K+-ATP—
-az miikddésére vonatkozdan., Az enzim jellegzetessége funkci-
6jadnak vektoridlis jellege /Glynn és Karlish 1975; Sarkadi
és Tosteson 1979/. Kotdhelyének kell tekinteniink a sejtmemb-
ran kiilsd ill. belsd oldalan elhelyezkedd x* ill. Na' re-
ceptorokat [Wallick és mtsi 1979/. Az enzimfunkcid vektoria-
lis jellegét az adja, hogy mind a Nat mind a k' aktivatora
vagy inhibitora az enzimnek, attdél fliggben, hogy a kation a
membran kilils® vagy belsd oldalan helyezkedik-e el, Az intra-
cellularis oldalon a Na® koncentracid ndvekedése az enzim
mikodését aktivalja, a K' koncentracié novekedése gatolja.
Az extracellularis térben azonos kation koncentracid valto-
;ésok forditott hatadst eredményeznek /Glynn és Karlish 1975;
Sarkadi és Tosteson 1979; Wallick és mtsi 1979/. Az enzim
transzportfunkcidja: koncentracid gradienssel szemben Na+;ot
"pumpal" ki a sejtbdl, ill. K -ot "pumpal" be a sejtbe, kOz-
vetleniil haszndlja az ATP kémiai energiajat; az enzim, mii-
k&dése soran, ATP-t hasit ADP-re, ill., anorganikus foszfatra.
Részletesen tanulményozott az iontranszport funkcid és az
ATP bontds egyes részleteinek kapcsolata /Fahn 1966; Post
1969; Skou 1971; J¢rgensen 1971/. Jelenlegi ismereteink le-
hetdvé teszik az enzimfunkcid és ionmozgasok kdzti kapcsolat
molekuldris szinti értelmezését.

Ertekezésem targya szempontjabdl a Na+,K+~ATPéz mi-
kbdésének vektoridlis jellegét szeretném kiemelni /Glynn

és Karlish 1975; Wallick és mtsi 1979/. Ez teszi ugyanis



lehetd8vé, hogy az enzimfunkcid szabalyozasa kapcsoldédjon
egyéb transzport szabdlyozdsi mechanizmusokhoz., Amennyiben
ugyanis az ionkoncentracidék a sejtben megvaltoznak, vagy
valtozik az extracellularis tér ionkoncentracidja, az a vek-
toralis jellegnek megfelel®en kozvetleniil hat a pumpa mecha-
nizmusra, Példaul, olyan esetben, amikor a sejt "permedbili-
tasa" atmenetileg megvaltozik és k&vetkezésképpen a sejt K -
-ot veszit és Na+-ot vesz fel, a Na+,K+-ATPéz aktivalédik.
Ez a folyamat jatszo6dik le a neuron ingeriileti folyamata so-
ran [Mullins 1979/.

Felmeriil az a kérdés, hogy a K+, Na® transzport szaba-
lyozasaban a Na+,K+-ATPéz altal fenntartott pumpa mechaniz-
mus jatszik-e kizarbdlagos szerepet, vagy jelentdséget kell
tulajdonitanunk a koncentracid gradiens iranyaban t&rténd
ionmozgisokat meghatarozd folyamatoknak. Hosszu iddn keresz-
tlil ugy tiint, hogy a Na+,K+—ATPéz szerepe meghatdrozo, Alig
tObb mint egy évtizede terelddott a figyelem azokra a mecha-
nizmusokra, melyek a sejtmembrin "permeabilitdsat", tehit a
koncentracid gradiens iranyaba t6rténd ionmozgasokat szaba-
lyozzak., Ezek, a korabban passziv transzportnak nevezett i-
onmozgasok, éppen a Na+,K+-ATPéz vektoridlis milk6dése kovet-
keztében lehetnek meghatdrozd jelentOségiiek /Lew é€s Beaugé
1979/.

A catt-aTPaz miiksdésére vonatkozd ismereteink alapjan
a két enzim koz6tt a molekulédris mechanizmust illetBen sok
az analdgia /[Scarpa és Carafoli 1978/, Az enzim miikddésének

ugyancsak van vektorialis jellege. A sejtmembrén belsd olda-



lan, a citoplazmdban a cat? aktivalja az enzimet, Az extra-

celluléaris Ca++, ugy latszik, az enzim miikodését lényegesen

kevésbé befolyasolja. Nem pontosan tisztdzott az enzim miko-
déséhez szlikséges intracellularis Mg++ szerepe. Ugy latszik,
aca"’t pumpa szerepe a citoplazmdban esetlegesen megndvekvd

Ca++ koncentracidé gyors cs&kkentése,

Eltérden a Na',K'-ATPaztél, amely két kation, a Nat és
k' szimultan mozgasat Osszehangolja, a catt-aTraz egyetlen
feladatanak a sejtbe bejutd Ca++ gyors elimindcidéjat kell te-~
kinteniink. Hangsulyozni kell azt is, hogy amig az intracellu-
laris K' és Nat koncentracié kialakitasaban a Na+,K+-ATPéznak
meghatarozé szerepe van, addig a citoplazmatikus cat’ koncent-
racidé kialakitasaért nemcsak a membran Ca++-pumpa mechaniz~-
musa felelds, hanem abban szerepet jatszik a szubcellularis
partikuldk /mitochondrium, endoplazmatikus retikulum/ memb-
ranjahoz lokalizalt Ca++-pumpa is /Sulakhe és St.Louis 1980/.
Vannak ugyan adatok az intracellularis NaT és K+ pool kom-
partmentalizacidéjara is, ezideig kevés ismerettel rendelke~-
ziink az intracellularis partikulumok membra&njan keresztiil le-
jatszodo Na+,K+ transzportrdél [Latzkovits és mtsi 1974; Kukes
és mtsi 1976; Ling 1977/.

Azt kell tehat mondanunk, hogy a citoplazma és a kor-
nyezete kozott fenndlld kation gradiens fenntartasaért a Na®
és K+ esetén elsdsorban a sejtmembran Na+,K+-ATPéza tehetd
feleldssé, mig a ca*t gradiens fenntartasaban fontos szere-
pet jatszik a sejtmembran ATPaza mellett a szubcellularis

++ 212 . < . 2
Ca -transzportald, ill. Ca++—raktarozo apparatus,



A.3, Koncentracid gradiens iranyaban lejatszd6ddé kation

transzport, A Ca++ szerepe.,

Hosszu iddn keresztiil ugy tiliint, hogy az elektrokémiai
potencial gradiens altal meghatarozott kation mozgasok elss-
sorban az extracellularis tér fizikai, kémiai paraméterei
altal meghatarozottak és a sejtmembran szerkezetének, a sejt-
hez k6tott szabalyozasi folyamatoknak nincs meghatarozd sze-
repe. Az elmult évtizedben végzett kiterjedt kutatdOmunka e-
redményeként ezek az un. passziv kation mozgasok az érdekld-
dés elGterébe keriiltek /Lew és Beaugé 1979/. Kétségtelen, hogy
az elektrokémiai potencidlgradiens iranyéban lejatszdodik egy
"leak" kation transzport is, mely csak fizikai-kémiai paramé-
terek fliggvénye /[koncentracid kiilonbség a kiilsG és belsd tér
k626tt, pH/. Ez a leak transzport azonban a koncentrdcid
gradiens iranyaban lejatsz6ddé kationmozgdsok kis szazalékat
jelenti. Kiderlilt ugyanakkor, hogy az ilyen transzport folya-
matoknak is van specifikus inhibitora., A folyamat kinetik&ja
is merdben eltér az egyszeri passziv diffuzid kinetikajatdl.
Azt kell tehat mondanunk, hogy a gradiens iranyaban tOrténd
kation mozgas membranhoz k&tdtt Osszetett szabdlyozas hatéasa
alatt 4l1l1 /Lew és Beaugé 1979/.

Ismeretesek olyan potencidl gradiens iranydban lejatszd-
dé kation mozgasok, melyek Osszekapcsoltak gradienssel szem-
beni kation transzporttal, anélkil, hogy abban pumpa mecha-
nizmus k&zvetlen szerepet Jjatszana. Ezek a "counter" transz-
'port folyamatok lehetdvé teszik, hogy a kation gradiens altal
fenntartott elektromos potencial gradiens energidja k&zvetle-

niil, a pumpa mechanizmus részvétele nélkilil felhasznalhatd le-
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gyen egy ionpartner kation gradienssel szemben torténd moz-
gatadsahoz [Schultz és Curran 1970; Crane 1977; Lew és
Beaugé 1979; Gunn 1980/. Ebben a tekintetben kilildnds jelen-
toséget kell tulajdonitanunk a sejtbe iranyuld Na+ transz-

portnak. Példaul a Nat~—cat?t

++

counter transzportja szerepet
jatszik a Ca kifolyas fenntartasaban /Reuter és Seitz
1968; Baker 1970/. Ilyen mbédon a sejtbe belépd Na't helyett
catt tavozik a sejtbdl, Ezen folyamatok energiajat végiilis
az ATP szolgaltatja, hiszen a Na+-gradiens fenntartédsa ér-
dekében a sejtbe belépd Na ion eltavolitasat mar a pumpa
mechanizmus végziy az ATP energidjanak rovasara. Szabalyoza-
sadban azonban a pumpa mechanizmus csak masodlagos szerepet
jatszik. A gradiens iranyaban a sejtbe belépd Na® kationnal
egylitt beléphetnek egyéb ionok is /kotranszport/. Ilyen e-
setben is az elektromos potencidl szolgaltatja a kdzvetlen
hajtberdt. Szamos aminosav felvétele torténik ilyen mdédon
/Scarpa és Carafoli 1978; Sulakhe és St.Louis 1980/.

A 70-es évek kbzepétdl nagyszamu adat latott napvila-
got, melyek szerint a gradiens iranyu kation transzport sza-
balyozaséban jelentds szerepet kell tulajdonitanunk a catt-
-ciklusos nukleotida rendszernek /Berridge 1975; Rasmussen
és Goodman 1977; Strewler és Orloff 1977/. Az elsd jelensé-
get, amely a ca*t szerepét bizonyitja a k't transzport sza-
balyozasaban, Gardos irta le 1954-ben /Gardos 1954, 1958/.
Megfigyelte, hogy emberi vor&svértesteken a citoplazmatikus

++ g oxr e P . + 4. -
szabad Ca koncentracid novekedese szelektiv K kidramlast

. . .z . ez oz ot
eredményez, A koncentracidé gradiens iranyaban t6rténd K



mozgas nem Jjar egyiitt Nat bedramlassal., Eredeti kisérleteiben
a ca’t koncentracidé névekedését ugy érte el, hogy kiilénb&zd
behatasokkal cs&kkentette a vOrdsvértestek ATP koncentrécid-

+

jat. Miutan a K' kidramlast a médiumhoz adott Ca'’ kelatorok

+ kon~-

felfiiggesztették, bizonyithatd volt, hogy a belssd cat
centricidé ndvekedését a ca’’ pumpa ATP hianyaban bekovetkezd
csdkkent miikédése hozza létre. A jelenség a 70-es években ke-
riilt az érdeklddés k&zéppontjaba, és azdta,a Gardos munka-
csoport mellett, szamos kutatd tanulmanyozta /Ferreira és ’
Lew 1977/. Bizonyithatdé volt, hogy a Na+,Kﬁ—pumpa gatlasa
onmagaban csupan kismértékii K' kiadramlast eredményez vords-—
vértest esetén, tehat a kKt leak transzportija, amely mindig
Nat bearamlassal ja&r egylitt, elhanyagolhaté ahhoz a k' ki-
aramlashoz képest, mely az intracellularis ca*t koncentra-
cid novekedés hatasara szelektiv mdédon lejatszodik, A je~
lenség, amelyet néhéany év 6ta a nemzetk&zi szakirodalom
Gardos effektus néven emlit, ujabban felkeltette a neuro-
fizioldogusok érdeklddését [Meech 1976/, miutén kiderilt, hogy
a Gardos effektus neuronokon is létrejon. Ujabb indirekt a-
datok szerint feltételezhetd limfocitdk esetében is [Kaplan
1978; Freedman 1979/. Ugy latszik tehat, hogy a cat?t pumpa
oly moédon, hogy szabalyozza membran belsd oldalan a catt
koncentréacidéjat, komoly szerepet jatszik a xt transzport
szabalyozéaséban a Na+,K+-ATPéz pumpa mechanizmustdl tSbbé-
-kevésbé fiiggetleniil, Fontos megfigyelés volt, hogy eukari-

6tak esetén /neuron, limfocita/ a Gardos effektus nemcsak

szelektiven K' kidramlast eredményez, hanem ugyanakkor meg-
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novekedett Na® felvételt is /RKaplan 1978/. Ez lehet&séget
ad arra, - bar erre vonatkozdan ezideig nincs adat -, hogy
eukariotdkban feltételezziik a Gardos effektus és a Na+, K -
pumpa kooperacidjat, noha ez vdrdsvértesteken nem volt iga-
zolhatdé. Egyes szerzdk nem tartjak kizartnak, hogy a Gardos
effektus szerepet jatszhat a neuron kisiilését k&vetd ion-
koncentracidé valtozasokban /Meech 1976/.

Az intracellularis ca'tt koncentracié szabalyozasaban
szamos tényez0 jatszik szerepet. A sejteket érC aktivéacids
hatasok /hormonélis aktivalas, immunoldgiai aktivalas, in-
geriileti folyamatok/ k&évetkezményeként valamilyen moédon
megnd® a citoplazmatikus ca*?t koncentracié., A citoplazmaban
megjelend cat?t lehetséges forrasai vagy az extracelluléaris
cat?t /mint Gardos eredeti kisérleteiben vordsvértest ese-
tén/,vagy valamilyen intracelluldris rezervoar /eukaridtak
esetén/, vagy egylittesen mindkettd /Rasmussen 1970; Berridge
1975; Rapp és Berridge 1977; Strewler és Orloff 1977;
Whitfield és mtsi 1979; Freedman 1979/,

Az intracellularis Ca*? szint szabalyozaslban szerepet
jatszik a ciklusos nukleotida rendszer., Szamos adat van a-
zonban arra vonatkozdéan is, hogy a sejtben az adenozin 3’:5'
ciklusos monofoszfat [/cAMP/ szint valtozasokat a Nat &s kT
gradiens iranyu transzportjénak jelentds mértékii valtozéasa
kiséri, A cAMP szint valtozasok ilyen hatasat részletesen
tanulmanyoztidk magvas /[pulyka, béka/ viorésvértesteken. Ugy
latszik, hogy ezek a hatasok fiiggetlenek a Na+,K+—ATPézhoz

kotott pumpa mechanizmustdl [Kregenow 1977/.
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A.4. A Caiciklusos nukleotida rendszer

Az utdbbi évtizedben viladgossa valt, hogy a sejtmembran
specifikus receptorait aktivald "elsddleges hirvivok" /[pl.
hormonok, neurotranszmitterek/ nem kdzvetleniil, hanem a
"masodlagos hirvivd" rendszer 8sszehangolt miikédése utjan
médositjak a sejt funkcidit /Jenkinson és mtsi 1978; Whit-
field és mtsi 1979; Freedman 1979/. Mar a 60-~as évek végén
nagyszamu adat utalt arra, hogy a Ca++, a ciklusos nukleo-
tidokhoz hasonldan, masodlagos hi;viv6 funkcioéval rendelke-
zik /Rasmussen 1970/. Mégis, 6sszefoglald néven "Ca++—cik-
lusos nukleotida rendszerr®l" az irodalom csak néhany éve
ir, midéta bizonyitast nyert, hogy a ca*t és a ciklusos nuk-
leotidok szerepe kiilon-kiilén nem értelmezhetd /[Rasmussen
1970; Berridge 1975; Rapp és Berridge 1977; Strewler és Or-
loff 1977; Whitfield és mtsi 1973; Freedman 1979/.

A ca*t és a ciklusos nukleotidok k&lcsbnhatdsainak ki-
meritd taglalasa meghaladja értekezésem kereteit. Ertekezé-
sem szempontjabél a masodlagos hirvivdo rendszer néhany a-
lapvetd tulajdonsédgara szeretnék utalni, melyek figyelembe
vétele szilikséges eredményeim értelmezéséhez.

Noha a ciklusos nukleotidok és a Ca'’ masodlagos hir-
vivo szerepe nagymértékben hasonld a kiilénbdzd sejtekben,
mégis a kontroll mechanizmusok jelentds kiildnbségeket mu-
tatnak, Ilyen szempontbdl a kiildnféle sejttipusokat, mint
"biolégiai rendszereket" két nagy csoportra oszthatjuk

/Berridge 1975/.
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1./ Egyiranyu rendszerek /[pl. idegszbvet, mellékvese
veld-, ill. kéregadllomény, hasnyalmirigy endokrin funkcidt
ellatd sejtjei...stb./

2./ Kétiranyu rendszerek /pl. simaizom, szivizom, vér-
lemezkék, hizdsejtek...stb./

Az elsd csoportba tartozd szdvetek esetén a sejtek a-
lapvetd funkcidit meghatarozd inéerek |az elsddleges hirvi-
vo altal létrehozott aktivacid/ egy adott idOpontban egyi-
ranyu, egyértelmii hatdst eredményeznek., Jellegzetes a ma-
sodlagos hirvivd rendszer "informdcid kozvetitd funkcidja";
elsd® lépésben a sejt catt-ot vesz fel a kdrnyezetbdl - ez
a Ca++ inicialja a tovabbi regulacids fokozatokat. Az el-
sodleges hirvivo kdzvetlen, meghatdrozd szerepet jatszd part-
nere tehat a Ca kation. Tovabbi jellegzetessége az "egyi-
ranyu rendszereknek", hogy a cAMP és a guanozin 3’':5’ cik-~
lusos monofoszfat /cGMP/ egyittmiikddik: az azonos hatast e-
redményezd koncentracidé valtozasok eldjele megegyezik. U-
gyancsak azonos iranyu, jelleqgli sejtfunkcidé valtozast ered-
ményez a CAMP és ca*t szintek azonos iranyu valtozasa. Ugy
is fogalmazhatunk, hogy a cAMP szerepe az ilyen rendszerek-
ben a “ca’’ jel erOsitése", mig a cGMP a “cAMP Jjelet erGsi-
ti",

A jelenleg rendelkezésfe 41106 adatok alapjan valdszini,
hogy az é13 szervezetek sajatos, specialis funkcidt ellatéd
sejtjei miikddnek ilyen "egyiranyu rendszerként". Ezzel kap-
csolatosan fontos hangsulyozni, hogy az irodalon az "ideg-

szbvetet" altalaban "egyiranyu rendszerként" emliti. Ez a



megallapitas a neuron funkcidra vonatkozdéan nagy valdszinii-
séggel elfogadhatd. Valdéban ugy latszik, hogy egy adott ne-
uron, az aktivald vagy gatld neurontranszmitter jelenlété-
tol fliggben, meghatdrozott iddpontban egyértelmii, egyiranyu
hatas alatt all. /Eltérden pl. a simaizom sejttdl, melyen
egyidejliileg mindig két ellentétes hatds érvényesiil./ A ma-
sodlagos hirvivd rendszer szerepe ennek az egyértelmii jel-
nek az egyiranyu erositése - barmiféle modulacid nélkiil,

Az "idegszOvet" azonban nem csak neuronokbdél all: a kévet-
kezd fejezetben vazolom a glia szerepét az idegszdvet a-
lapvetd funkcidinak szabalyozasaban. Jelenleg nincs meg-
bizhatdé adat arra vonatkozdan, hogy a glia is "egyiranyu
rendszernek" tekinthetd-e,

"Kétiranyu rendszernek" tekintjiik a masodlagos hirvivd
rendszer szabalyozasa szempontjabél az olyan sejteket, mely-
eken barmely iddpontban egyidejlileg két ellentétes iranyu
aktivacid érvényesiil, A simaizom esetén pl. szimpatikus és
paraszimpatikus hatads mindig egylittesen jelentkezik - ter-
mészetesen adott idOpontban az élettani funkcid valamelyik
paraméter tulsulyat mutathatja. A sejtszintii regulacidban
azonban ilyenkor is kimutathatdé az ellentétes irdnyu akti-
vacié jelenléte. Az egyik elsddleges aktivacidé masodlagos
hirvivoje ilyen rendszerek esetén rendszerint a Ca++, a
masiké a cAMP. A cAMP szerepe ebben az esetben az, hogy meg-
ndévelje a ncatt jelet" semlegesitd folyamatok sebességét.

A cGMP szerepe ugyanakkor a "cAMP jel" hatédsanak csdkkenté-

se = rendszerint olyan médon, hogy ndveli a citoplazmatikusfg
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szabad Ca++ koncentracidt., A Ca++, cAMP, ill. cGMP k&zdtt
fennalldé feed back kapcsolatok az ilyen kétiranyu rendsze-
rekben az élapve£6 sejtfunkcidk szabalyozaséanak sajatos,
dualisztikus jelleget kdlcsdbndznek. Ezt fogalmazza meg a
"Jin-Jang hipotézis": a masodlagos hirvivd Ca++—ciklusos
nukleotida rendszerre éplild sejtszintli szabalyozis két el-
lentétes iranyu hatast eredményez, amelyek egymast kiegé-
szitik, feltételezik. Ezek egyensulydra vezethetd vissza a
sejt jellegzetes, tipikus funkcidéjanak [pl. hormon szekré-
cidé, kontrakcid/ szabdlyozasa. /Jin és Jang az 6~kinai mi-
tolégidban a vilag jelenségeit rendezd, meghatdrozd Os-el-
vek. /

Ertekezésem szempontjabdl elsBsorban azok a feed back
mechanizmusok jelentOsek, melyek lehetdvé teszik, hogy a

+ . o e s .
€és a cAMP kdlcsonbsen szaba-

citoplazméban a szabad cat
lyozzak egymids szintjét /Strewler és Orloff 1977/. A fent
mondottak értelmében az ilyen visszacsatoldsok szerepe a
"kétiranyu rendszerekben" a leginkdbb szembetiind, de fon-
tosak az "egyiranyu rendszerként" definidlt sejtekben is.
A feed back kapcsolat természetesen nem zarja ki, hogy a-
dott fizioldgiai funkciét tekintve mind a Ca'’, mind a
CAMP egyiranyba hasson /pl., a mellékvesében a hormonszek-
récidét fokozza /. Az egyirdnyu rendszerek esetében a catt

és a CcAMP k&zdtti visszacsatolasok feltehetden a masodlagos
hirvivd jel "tulerOsitésétdl" védik a sejteket /Berridge

1975; Rapp és Berridge 1977/. A biokémiai alapot részben

az adenil-cikléaz, részben a ciklusos-nukleotida foszfodi-



eszteraz [E.C.3.4.1.17/ catt érzékenysége szolgaltatja. Az
ATP~bO1l cAMP-t generald adenil-ciklaz aktivitésat a cat”t
kétfazisos jelleggel médositja: sejttipustdl fliggd koncent-

6_10-8

racié érték /10~ M ca’t/ alatt aktivalja, ennél maga-
sabb koncentracidban gatolja az enzimet. Amennyiben tehat
a ca*tt szint "nagyon alacsony" a citoplazmaban, a cAMP szint
is alacsony. Kis mennyiségi C;ffelvétele /pl. hormon akti-
vaciét kovetden/ mintegy trigger hatasként inicidlja a cAMP
képzOdést. Ez masodlagosan tovabb ndveli a citoplazmatikus
Ca++ szintet részben az extracellularis térbdl, részben az
intracellularis rezervoarokbdl a citoplazméba iranyuld ca*?t
fluxus aktivalasaval. A megntvekedett ci'szint mostmar ga-
tolja az adenil-ciklaz aktivitasat, ami a cAMP képzddés
csbkkenéséhez vezet. Ezzel parhuzamosan a névekvd ca xon-
centracidé aktivalja a foszfodieszterazt is, igy a cAMP deg-
radacidé sebessége ugyanakkor megnd. A Ca++ ugyanis egy
"tropomiozin szerii", hGstabil citoplazmatikus fehérjével
kapcsoldédva létrehozza a foszfodieszteradz moderator proteint,
mely az aktiv enzim komponense, ca*?t hidnyaban /ill., ala-
csony cat?t koncentracidok mellett/ a moderator protein disz-
szocidl az enzimrdl, mely igy aktivitasat veszti /Brostrom
és mtsi 1976; Watterson és mtsi 1976; Stevens és mtsi 1976/.

Az eldzd0ekben mar utaltam arra, hogy a citoplazmaban
a szabad catt koncentracidé, ill. a cAMP szintjének valtoza-
sait a sejtmembran kation "permedbilitiséanak" sajitos val-

+

- . k3 T . » * (3 . -
tozasai kisérik. Mind a Ca, mind a cAMP szint emelkedése

+’ * ) y 2 . -
fokozza a K és Na gradiens iranyu transzportjanak sebessé-



gét. A jelenség élettani szerepe alaposan tanulmanyozott a
madar vordsvérsejt esetén [Kregenow 1977/: lehetBvé teszi a
vordsvérsejt alakjanak és térfogatanak gyors, hormonalis
szabalyozaséat. Ez biztositja, hogy kiildnleges megterhelés
esetén [pl. hosszantartd repililés/ a vérkeringés - a hemo-
dinamika kedvezd iranyu valtozasa miatt - gyors alkalmazko-
dasra képes, Nincs adat azonban arra vonatkozdan, hogy mi-
lyen transzport reguldcidés mechanizmusok eredményezik eze-
ket a valtozasokat. Nem ismeretes az sem, hogy a ca’t és
cAMP feed back kdlcsOnhatasai hogyan jatszanak szerepet en-
nek szabalyozasaban. Az bizonyos, hogy a Na+,K+ﬂATPéz leg-
feljebb masodlagos médon vehet részt ezeknek a "cAMP de-
pendens" kation mozgadsoknak a szabalyozdsaban. Ezért beszél
Kregenow "second pump" mechanizmusrél.

Szamos megfigyelés utal arra, hogy emlds8k sejtjeiben
is észlelhetd a K és Na® gradiens iranyu transzportjéanak
novekedése a cAMP koncentracid fliggvényeként [Rasmussen és
Goodman 1977; Strewler és Orloff 1977/. Nem tisztazott a-
zonban, hogy mi a jelenség mechanizmusa és milyen szerepet

jatszik a transzport folyamatok szabdlyozaséaban,

A,5. A glia kation transzport sajatossagai

Ertekezésem kereteit meghaladna azoknak az eredmények-
nek az ismertetése, melyek a glia kation transzportjat - min-
denek eldtt a K+transzportot - az elmult évtizedben az ér-
deklddés kozéppontjédba Aallitottak. Itt csupan vazlatosan a-

zokat a tényeket ismertetem, amelyek indokoltta tették, hogy
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a gliat valasszam modellként kisérleteim soréan.

A glia a kbzponti idegrendszer jelentSs tomegét add
sejttipus, melyet a morfoldégusok mar a szazad elején leir-
tak, azonban szinte a legutdébbi évtizedig "passziv" tamasz-
td6 szbvetnek tekintettek., Ektodermalis eredetii, mint a neu-
ron, de akcids potencialt nem hoz létre. Az inderiilet veze-
tésében nem vesz részt,

A glia, mint a neuron mikrokdrnyezetében annak kozvet-
len szomszédja, szabalyozza a neuron ingeriileti folyamatéat
anélkiil, hogy a két sejt kozbtt kdzvetlen érintkezés allna
fenn [Nicholson 1979; Somjen 1979; Nicholson 1980/. /Az in-
tercellularis rés atlag 100-200 &ngstrém./ A neuron ugyanis
"kislilése" soréan K -ot ad le, ami az intercellularis rés kt
szintjét 2-3 mM-r6l1l 40-80 mM-ra néveli. Ezt a jelentds meny-
nyiségi kt-ot a glia igen gyorsan felveszi /[ezt "in situ"
kozvetlen, mikroelektrodds mérések igazoltak emlSs agykér-
gen/. Ilyen médon a glia "pufferolja" a neuron kérnyezetét
a k¥ szempontjabdl, és ezzel lehetdvé teszi a neuron membran
gyors repolarizaciéjat. Igazolast nyert, hogy a glianak ez a
szabélyozé,"K+ pufferold szerepe" alapvetden fontos a kdz-
ponti idegrendszer miikodéséhez, /Ennek zavara mutathatd ki
szamos sulyos idegrendszeri betegségben: agyddéma, epilep-
szia...stb./ /Lux és Neher 1973; varon és Somjen 1979; Ni-
cholson 1979; Somjen 1979; Nicholson 1980/. Ezt a glia neu-
ron transzport kapcsolatot vazolja az 1. abra.

Ujabb adatok alapjan valdészinii, hogy szamos gydgyszer-

hatds, amely a k&zponti idegrendszer miikddését befolydsolja
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/pl. egyes "major tranquillansok"/ nem kdzvetleniil a neu-
ron, hanem elsddlegesen a glia miikddését médositja /Henn és
mtsi 1978/.

A glia tehat olyan sejt, melynek élettani funkcidja
a kozponti idegrendszer miik6désének az orvosi gyakorlat
szempontjabol is fontos szabalyozasa és ennek a funkcidnak
a kdzpontjaban a Kt transzport all. Ugyanakkor nagyszamu
adat bizonyitja azt is, hogy a glia tevékenysége a szer-
vezetben kiterjedt hormonalis iranyitas fliggvénye. Kimutat-
hatok a glia membranon pl. béta-adrenerg és dopamin recep-

torok /Henn és mtsi 1978/. Nagymértékben indokolt ezért an-
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nak a feltételezése, hogy a glia legfontosabb funkciéjat
jelentd K transzport szabalyozasban a ca*t-ciklusos nuk-

leotida rendszer szerepet jatszik.

B, AZ ERTEKEZES CELKITUZESE

A glia funkcidé fenti, vazlatos ismertetése alapjén
is megadllapithatdé: ez a sejt feltétleniil alkalmas modell
annak a kérdésnek a vizsgadlatara, hogy az eukariota kation
transzport - mindenek eldtt a Kt transzport - milyen mbé-
don fiigg a catt-ciklusos nukleotida rendszer szabalyozb
tevékenységétol.

Ennek a kérdésnek a tanulmanyozasa volt értekezésem
célkitlizése. Hangsulyozni szeretném azonban, hogy a prob-
lémat jelenlegi vizsgalataink soran nem a glia sejt fizi-
oldégidja vagy biokémidja szempontjabél tanulmanyoztuk, ha-
nem a gliat modellként tekintettik a fenn vazolt transz-
port szabalyozasi folyamatok vizsgalatahoz,

Munkankat a Ca'T-ciklusos nukleotida rendszer altal

irdnyitott kationtranszport szabdlyozasdnak tanulmanyoza-

- e ++ ~ . L2 =
sa soran elsdsorban a Ca szerepének kozelitésére koncent-

raltuk.
Masrészt, fontos feladatnak tekintettiik adatok szer-

zését arra vonatkozdan,hogy milyen kooperacidé &ll fenn a



- 22 ~

Na+,K+—ATPéz dltal fenntartott aktiv kation transzport és
a catfT-ciklusos nukleotida rendszer &ltal meghatarozott ka-
tion mozgasok kozbtt,

Miutan vizsgalataink modellje a glia sejt volt, ahol a
fentiek szerint az irodalom a K mozgasok élettani séerepét
hangsulyozza - fliggetleniil a Nat mozgasidtdl ~ természetes
kérdésként meriilt fel, lehetséges-e a xt transzport olyan
szabalyozasa, mely részben filiggetlen a Nat transzport sza-
balyozasatdl.

A fenti célkitilizés megvaldsitasihoz természetesen fon-
tos a megfeleld glia sejtmodell megvalasztasa. Ezzel kapcso-
latosan sziikséges arra utalni, hogy eukariotak transzport
folyamatainak vizsgalatdra nem &allnak rendelkezésre olyan al-
talédnosan hasznalt modellek, mint a magvatlan emlds virds-
vértest. Amint a fentiekben emlitettem, az eukariota madar
vorSsvérsejt sok szempontbdél megfeleld modell, azonban elsO-
sorban specialis problémdk vizsgalatara eldnyds. Az elmult
években - kiiléndsen az idegrendszer transzport folyamatainak
tanulmanyozasara - t8bb szerzd sikerrel alkalmazta a sejt-
tenyésztési technikat. Kiiléndsen alkalmasak az un. "monolayer"
sejttenyészetek, ahol megfeleld "sejtbarat" felilileten a sej-
tek megtapadva egyetlen réteget képeznek, Az ilyen sejtpopu-
lacidval végzett transzport kisérleteket technikailag igen
egyszeriivé teszi az a tény, hogy az inkubald médium és a
sejtek elvalasztasa, tovabba a sejtek "mosdsa" centrifugalas
nélkiil megoldhatd viszonylag révid iddé [10-20 mésodperc/ a-

latt. A médium pH /eukariota sejtek feltétleniil COZ—HCO3'
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puffer rendszert igényelnek/ stabilizaldsa a szdvettenyész-
t® laboratdériumokban egyébként is szilikséges CO2 termoszta-

tokban elvégezhetd.

C. MODSZEREK ES ANYAGOK
a. MODSZEREK

C.1l. Glia sejttenyészetek készitése

Glia sejttenyészeteket Booher és Sensenbrenner médsze-
re [/Booher és Sensenbrenner 1972/ szerint csirke embrié agy-
b6l készitettiink: a 17 napos csirke embrid agyat steril ko-
rilmények kozott kivettik, majd az agyszbvetet nylon szitan
[atlag pdérus atmérd 48 u/ 20% foBtdlis borjusavdét tartalmazd
Eagle "Minimal Essential Medium" /MEM/ oldatba préseltiik
/mechanikus disszocidlds/. Az igy nyert sejtszuszpenzidt ugy
higitottuk 20% f&6talis borju savot tartalmazd MEM-mel, hogy

a sejtszam l--5xlO6

sejt/ml legyen a tenyésztés inditéasakor.
Ezt a sejtszuszpenzidt 6 cm atmérSji Falcon plasztik Petri
csészékbe vittiik és termosztatba helyeztiik, A tenyésztést
5% COZ—ot tartalmazé légtérben, 37° c-on végeztik., A sejte-
ken az els® héten 3, késObb 4 naponként cseréltik a tapolda-
tot /MEM, 20% fotalis savodval/.

A tenyészeteket &ltalaban 14 napos tenyésztési idd u-

tan hasznaltuk fel kisérletekhez; olyan kisérleteinkben, a-

hol valamely adott paraméter valtozasat a tenyésztési idd



fliggvényében vizsgaltuk, ennél rdvidebb és hosszabb tenyész-
tési periddus utén is hasznaltunk tenyészeteket.

A fentiek szerint készitett glia tenyészetekben a sejtek
szorosan tapadnak a tenyésztd edény aljan.Mint azt elektron-
mikroszkdépos vizsgalataink kimutattdk /Szentistvanyi és mtsi
1979/, a sejtek tObb rétegben helyezkednek el egymas felett,
de 4 hetes tenyésztési idd utan sincs azonban tobb 3-4 ré-
tegnél. Igy ezek a tenyészetek a diffuzids viszonyok szem-

pontjabdl joé kbzelitéssel "monolayer"-ként kezelhetdk.

C.2, A glia kation transzport vizsgalata

Kisérleteink soran glia sejttenyészetekben a K+, Nat
és catt transzportjat vizsgaltuk részben "egyensulyi", rész-
ben "nem egyensulyi" feltételek mellett. Mint altalaban az
ionmozgasok tanulmanyozasa esetén, "egyensulyi" feltételek-
nek tekintjlik azokat a kisérleti viszonyokat, amikor a vizs-
galt ionokra vonatkozdan sem a médiumban, sem a sejtekben
nem lép fel koncentréacidé valtozas a kisérlet adott feltéte-
lei mellett. Ett0l eltérden, "nem egyensulyi" feltételek e-
setén a vizsgadlt ionok koncentracidja valtozik a sejtekben,
ill. a médiumban. Sejttenyészetek /[mint intakt eukariota mo-
dellek/ esetében "egyensulyi" feltételeket megfeleld médium
megvalasztasaval egyszeriien megvaldésithatunk, ez a tény je-
lenti egyik fontos eldnyliket transzport kisérletekben [el-
térden egyéb vizsgalati objektumoktdl, pl. frakcionalt cent-
rifugalédssal nyert u.n., "bulk preparatumok"/.

Mindkét tipusu kisérletben az ionmozgasok k8vetésére
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radioaktiv izotdépokat alkalmaztunk nyomjelzdként. A xt nyom-

86

jelzésére elsOsorban Rb izotdpot alkalmaztunk, mely irodal-

mi adatok szerint /Latzkovits és mtsi 1974/ a K+ "kémiai

42K izotdp felezési idejénél lénye-

nyomjelzdje", viszont a
gesen hosszabb felezési ideje technikai eldnyt jelent a sejt-
tenyészetekkel végzett munkdban. Eredményeinket azonban min-

den esetben ellendriztiik 42K alkalmazasaval végzett kisérle-

22Na,

tekkel. A Na® és a catt transzport tanulmanyozésahoz
ill.45Ca izotdépot hasznaltunk.

A transzpor£ kisérletek kivitelezése Latzkovits és mtsi
médszere [Latzkovits és mtsi 1974; Latzkovits 1978/ szerint
tortént. Az ezen mbddszernek mégfelel6, ill., ezzel analdg
technika az irodalomban altal&nosan elfogadott [Kimelberg
1974; Kukes és mtsi 1976a, b; Hertz 1978/.

A megfeleld tenyésztési idd utan a glia sejteket tar-
talmazd Petri csészék sorozatat haszniltuk olyan szamban,
hogy a kinetikus gorbe /vagy koncentracié fliggvény/ minden
pontjédnak harom tenyészet parhuzamos mérési adatai feleljenek
meg. A kisérleteket co, termosztatban végeztik és az alkal-

mazott médium 10% borju savét tartalmazd Tyrode oldat volt.

A Tyrode oldat iondsszetétele: 154-148 mM Na+, 2,68 mM K+,

*, o-8 mu catt, 0,36 mM H,PO,,

7,4. A Tyrode oldat ion8sszetételének beallitasakor a bor-

0,49 mM Mgt 5,55 mM glitkéz, pH
ju savd ion tartalmat is figyelembe vettiik, amelyet eldze-
tesen meghataroztunk, Az iontranszport influx komponensének
vizsgadlatakor a Tyrode oldat tartalmazta a megfeleld izotd-

pot, altaldban 37-54 kBg/ml izotdp koncentracidban és ez az’



oldat érintkezett a kivant ideig a sejtekkel. Az efflux kom-
ponens vizsg&dlatédnal a sejteket - az izotdépot tartalmazd Ty-
rode oldattal végzett inkub&lassal /30-60 perc/ - izotdppal
"telitettidk" /[/"“loading"/, majd az izotdépot tartalmazd "meleg"
Tyrode oldatot izotdépot nem tartalmazd "hideg" Tyrode oldat-
ra cseréltilk, majd a tenyészeteket a kivant ideig ismét CO2
termosztatba helyeztilkk. A médium csere, beleértve a "meleg"
Tyrode oldat eldntése uténi haromszori mosast is, 20-30 ma-
sodperc alatt elvégezhetd.

Mind az influx, mind az efflux kisérletekben adott idd-
pontban megfeleld szamu parhuzamos Petri csészét kivettiink a
CO2 termosztadtb6l, a médiumot lebntdttiikk és a sejteket harom-
szor mostuk izotoni&s szachardéz oldattal /a miivelet ugyancsak
20-30 masodperc alatt elvégezhetd/.

A gyors médium cserét az teszi lehetdvé, hogy a sejtek
szorosan tapadnak /monolayer formadjadban/ a Petri c¢sésze aljan,
ezért a médium és a mosb6folyadék egyszeriien lednthetd, és az
oldatok adagoléasa automata pipettadval pillanatszeriien végezhe-

22Na influx és efflux vizs-

t0. Egyes kisérleteinkben, mint a
gédlata esetében, a médium cserét és haromszori mosast techni-
kai asszisztens segédletével 15 masodpercen beliil végeztiik. Ez
lehetdvé tette gyors valtozasok kinetikajanak pontos meghata-
rozasat.

A médiumokat, a hOmérséklet- és pH-eltérések kikliszbbdlé-

se érdekében, CO, termosztatban tdrtént eldinkubalas utén al-

2

kalmaztuk. A befejezd mosashoz haszndlt izotdnids szachardz ol-

datot 0° C-ra hiitve hasznaltuk.



A sejteket a szachardzzal végzett mosas utan a Petri
csészékben, lefedve, egy é€jszakan at szobahGmérsékleten sza-
ritottuk. Ezutan a sejteket tomény hangyasavban disszolval-
tuk, és megfeleld térfogatu részleteit hasznaltuk ionmegha-
tarozashoz, radioaktivitas méréshez és fehérje meghatarozas-
hoz. Az ionmeghatarozast Perkin-Elmer atomabszorpcids spek-
trométerrel végeztilkk. A radioaktivitads méréshez Nuclear

86Rb—ot és a

22

Chicago tri-carb spektrométert hasznaltunk. A

42 Na-

K-ot vizes k&zegben, a Cherenkov effektus alapjan, a
ot specialis "gamma edény"-ben folyadékscintillacidéval mér-
tik. A 45Ca lagy B-sugarzasanak mérését EGTA tartalmu fo-
lyadékscintillacidos koktél alkalmazasaval oldottuk meg. A
fehérje meghatdrozasahoz a t6mény hangyasavas mintat szaraz-
ra paroltuk, majd 1 N NaOH-ban ujra feloldottuk. A fehérije

meghatarozast ezutan Lowry szerint /Lowry és mtsi 1951/ vé-

geztik.

C.3. A cAMP anyagcsere vizsgalata

A cAMP anyagcsere vizsgalatat az iontranszport mérések-
kel egyiddben végzetiik, azonos tenyészet sorozatot és azonos
médiumot hasznaltunk, de a médium radioaktiv nyomjelzdt nem
tartalmazott. A médium eldntése utan a sejteket perkldrsav-
val kicsaptuk, homogenizaldécs®be kapartuk és kézzel homoge-
nizdltuk. A homogenizatum centrifugdlasa utadan a./ a felil-
usz6t leszivas utan KOH oldattal k&zombOsitettilk és a fel-
hasznaléasig -20° Cc-on taroltuk, b./ a csapadékot haromszor

.
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centrifugdlassal neutralisra mostuk, 1 N NaOH-ban feloldottuk
és a fehérje tartalmat Lowry szerint /Lowry és mtsi 1951/
meghat&roztuk, A cAMP tartalom meghatarozasa céljabél a mély-
hiitétt mintdkat felengedés utédn centrifugaltuk és a felliluszéd
megfeleld részletét hasznaltuk. A cAMP mennyiségét Brown
/Brown és mtsi 1971/ mddszere szerint hatadroztuk meg., A megha-
tarozas elvi lépései: a./ Specifikus, cAMP érzékeny protein
kinadz k&6tShelyérdl a radioaktiv szubsztriatot /3H-cAMP/ a mé=-
rendd cAMP-vel kiszoritjuk. A kotofehérjét és a cAMP-ot olyan
aranyban alkalmazzuk, hogy a kdtdhelyek telitve legyenek.

b./ A fehérjét elkiilonitjiik a szabad cAMP-tG1l azaltal, hogy
ezen utbébbit aktiv szénen megkodtijiik, és a fehérjéhez kotdtt
radiocaktivitadst meghatdrozzuk. c¢./ Kalibrécids godrbét ké-
szitlink, melyrdl a kisérleti mintadk cAMP tartalma leolvasha-

t6. Eredményeinket pmol cAMP/mg fehérje értékben fejeztiikk ki,

C.4. ATPaz aktivitéds vizsgdlatok

ATPaz aktivitdsi vizsgdlatainknidl glia sejttenyészetek-
bodl, valamint ujsziilétt csirke agyszdvetébdl készitett homo-
genizatumot hasznadltunk. Az ATP&z aktivitds mérésének elve
az, hogy a feltart szOvetet ATP tartalmu oldatban inkubaljuk
és a felszabadult anorganikus foszfatot /P; / meghatarozzuk.

A sejtmembran belsd oldalé&n elhelyezkedd ATPaz enzim
szabaddi tételéhez a sejtek szaponinos feltdrasat alkalmaztuk.
Eldkisérleteinkben ugyanis, az ismert detergensek koziil, a
szaponin bizonyult az &ltalunk hasznédlt rendszerben a leg-

elonySsebbnek ATPaz aktivitds meghatdrozasahoz, mivel az ATPaz



aktivitas valtozasat a szaponin ! szdvet arany fliggvényében
vizsgalva talaltunk egy olyan, viszonylag széles szapo-
nin:szdvet tartomanyt, melyben az ATPaz aktivitas nem fligg

a szaponin:szdvet aranytdél /2., abra/.

3 —e— Ujsziilott csirke agyszovet
4P; pmol/ 10 perc —x— glia sejttenyeszet
2-1 [ ]
P.d
x ~
1]
0:5 1r 1:5 2 3 A 5 _Mg szaponin
mg feherje
2. abra: Szaponin koncentracid valtozéasanak

hatasa ujszilétt csirke agyszovet
és tenyésztett glia sejtek Nat,Kt=-
-ATPaz aktivitéasara

Ez azért fontos, mert szbvettenyészeteket hasznadlva objek-
tumként, azok fehérje tartalma a homogenizatum készitése-

kor még nem ismeretes. /A tenyészetek fehérjetartalma

+15 %-0s eltéréssel standardizalhatd./ Kisérleteinkben e-

zért a szdvetek homogenizdladsdhoz 100 mg$% szaponint tartal=-



maz6 pufferolt, izotdénids oldatot alkalmaztunk, ami ~2 mg
szaponin/mg fehérje koncentracidnak felelt meg.

Az inkubalas iddtartama és az ATP hidrolizisébdl ke-
letkez0o P, mennyiségének Osszefliggését vizsgalva azt talal-
tuk, hogy 20 perces inkubalasig mindkét tipusu szdvetnél az

ATPaz aktivitas valtozasa linearis volt /3. abra/.

4P, (}Jmol /mg feherje)

30 ,
—e — ujszulott csirke agyszovet
—x— glia sejttenyeszet

20|

10} *

T T v i X

5 10 15 20 perc

3. abra: Ujsziilott csirke agyszdvet és
tenyésztett glia sejtek Nat,Kt-ATPaz ak-
tivitéasanak valtozasa az inkubalasi ido
fliggvényében



Kisérleteinkben ezért 10 perces inkubalasi iddt valasztot-
tunk; az ezen ideig felszabadult Pi mar jol mérhetd, de
még biztosan kezdeti sebességet hatarozunk megq.

A fentieket figyelembe véve kisérleteinkben a kovet-
kezd médon jartunk el: a sejthomogenidtok részletét 6mM ATP-t
és 6mM ATP+2mM ouabaint tartalmazd, 37° C-ra elOmelegitett
oldatokhoz adtuk; 10 perc inkubalas utan a reakcidt 20 %~os
triklorecetsav oldattal leallitottuk. Centrifugalas utan a
fellilusz6kbdl meghataroztuk a P.-t Martin és Doty /Martin és
Doty 1949/ szerint, a csapadékbdl pedig a C.3. fejezetben
/27. oldal/ ismertetettek szerint mosas utdn fehérjét hata-
roztunk meg. Eredményeinket pmol ATP/mg fehérje/perc érték-
ben fejeztik ki. Ossz-ATPaz aktivitdsnak nevezzik az ouaba-
in jelenléte nélkil elbontott ATP mennyiségét fehérje és i-
ddegységre vonatkoztatva. A Na+,K+-ATPéz aktivitas szamsze-
ri értékét az Ossz-ATPaz aktivitds és az ouabain jelenlété-
ben mért, ouabain inszenzitiv ATPaz aktivitds kiilénbsége
adja meg, ugyancsak umol ATP/mg fehérje/perc értékben kife-
jezve.,

A pufferolt, izotdnids oldat, melyben mind a szaponint,
mind az ATP-t oldottuk, az aldbbi Osszetételi volt: 100 mM
NaCl, 10 mM KC1l, 50 mM TRIS, 1 mM DTE /ditioeritritol/, pH

7,4.



b. ANYAGOK

Kisérleteink soran hasznalt valamennyi anyag analiti-
kai tisztasagu volt; részben a Reanal Finomvegyszergyar ké-
szitménye. Az ATP [adenozin-5'-trifoszforsav-di-Na sbé/ és
DTE /ditioeritritol, 2,3-dihidroxi-1,4-ditiolbutan/ Sigma,
USA; az EGTA [etilénglikol-bisz/2-aminocetil/-tetraecetsav/
és ouabain /G-strofantin/ Fluka, Svajc; a folyadék sgzcintil-
lacios koktél Koch-Light Laboratories, Anglia gyartmanyu
volt., A szOvettenyésztéshez hasznalt adatok a Gibco-Bio-
cult cég készitményei voltak.

A radiocaktiv izotdépokat a MTA Izotdp Intézete szalli-

totta, a 86Rb, 42K és 45Ca hazai, a 22Na szovjet gyartma-

nyu volt, a 3H—CAMP /2,8—3H/—adenozin—3’:5’-ciklikus fosz-

fat ammonium sé6/ az Amersham ¢ég, Anglia, gyartmanya volt.

D. EREDMENYEK

D.l1. A Na+,K+—ATPéz aktivitasa és a K+ transzport sebes-

sége kozotti Osszefliggés glia sejttenyészetekben

Az értekezésem célkitlizéseként megjeldlt probléma elss
megk&zelitéseként feltétlenlil tanulményoznunk kellett, meny-

nyiben lehetséges a glia Kt transzport sajdtsagainak leirasa
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és értelmezése az "aktiv pumpa mechanizmus" alapjan.

Ez mindenek eldtt azért sziikséges, mert tObb szerzd
egybehangzd kisérleti adatai szerint a glia membran Na+,K+-
-ATPAzt az extracellularis KT koncentracidé emelkedése nagy-
mértékben aktivalja, igy a k' transzport tulajdonsagai, az
ennek megfeleld élettani funkcid, kielégitdOen értelmezhetd
a "pumpa mechanizmusnak" megfelelden. Az elsBként L. Hertz
/Hertz és Schousboe. 1975/ &ltal kifejtett, napjainkban
gyakran idézett elképzelés szerint, a neuron ingeriileti fo-

lyamata soran, a glia-neuron k&zdtti résben megjelend "ex-
cess K+“'aktivélja a glia Na+,K+-ATPézt és ez eredményezi a
glia k' felvétel gyors megnbvekedését., /A glia k't felvétel
fokozbédasat az extracelluldris K koncentrécié fliggvényében
"in situ" kisérletek igazoltdk /Somjen 1979; Nicholson 1979;
Nicholson 1980/.

Mégis azt kell mondanunk, hogy a Na+,K+—ATPéz szerepe
nagymértékben problematikus. "In situ" kisérletben az enzim
aktivitasra vonatkozdan természetesen semmi felvilégosifést
nem nyerhetiink., Azok a biokémiai modellek pedig /[Prince és
mtsi 1978; Grisar és mtsi 1978/ melyek felhaszn&lasaval ed-
dig szimultan végeztek enzim aktivitas és transzport sebes-
ség mérést, nagymértékben vitathatdk: sem az "agyszelet”,
sem a gradiens centrifugaldssal nyert izolalt sejt prepara-
tumok nem reprezentalhatjak teljes mértékben az intakt sej-
teket, melyekkel sejttenyészetek esetén dolgozunk. /Az ilyen
modellekkel nem valdésithatunk meg egyensulyi viszonyokat.

Az intracelluléaris k' koncentracis gyakran jelent®sen ala-



csonyabb, a Nat koncentracié jelentGsen magasabb, mint az
intakt sejtben./

Masrészt, sajat kisérleteinkben sem tételeztiikk fel a
Ca++-ciklusos nukleotida rendszer kizardlagos szerepét, ha-
nem ennek valamilyen egylittmiik6dését a pumpa mechanizmussal.

A sejttenyészetek - amellett, hogy intakt sejtekkel vé-
gezhetjiik a transzport mérését- egyéb fontos eldnyt is
nyujtanak eukariotdk esetén a Na+,K+-ATPéz aktivitas és a
transzport sebességek k&zdtti Osszefliggés vizsgalataban.
Fontos hangsulyoznunk ugyanis, hogy olyan érteléemben "intakt
sejt ATPaz" mérést, mint magvatlan emlds vbrdsvértestek e-
setén, eukaridtakkal nem végezhetiink. Az intakt sejt k' transz-
portjat és a sejtbdl készitett homogendtum enzim aktivi-
tasat kell egymasnak megfeleltetniink. A sejttenyészetek a-
zonban lehetdséget nyujtanak arra, hogy a két tényezdt a
sejtérés fliggvényeként vizsgdljuk. Amennyiben a Kkt transz-
port kizardlag a Na+,K+—ATPéz aktivitas fliggvénye, = mint
ahogyan a fent emlitett szerzdk feltételezik - a sejtérés
soran azonosan kell valtozniuk.

A csirke embrid agybdl készitett glia tenyészetek ese-
tén varhatd volt, hogy a sejtérés sordn a Na+,K+-ATPéz ak-
tivitas jellegzetes valtozasai kovetkeznek be: ilyen valto-~
zasok ugyanis az embrionalis csirke agyban lejatszddnak a
differencidlddas soran /Bignami és mtsi 1966/.

Az elmondottak értelmében &sszehasonlitottuk az egyen-

42

sulyi K' felvetel /8%Rb i11. %%k felvétele a médiumbél/ &s

az ATPaz /ouabain szenzitiv ill. Ossz-ATP&az/ aktivitas val-



tozasat glia tenyészetekben a tenyésztési idd fliggvénye-
ként. Eredményeinket a 4., 5. és 6. abrak mutatjak. Lat-
haté egyrészt, hogy a glia tenyészetekben az ATPaz akti-
vitas valtozasa /5. abra/ szigoru parhuzamot mutat az emb-
rionadlis csirke agy in vitro "érése" fliggvényeként ész-
lelhetO valtozassal /4. abra/. Mind az 8ssz-, mind a
ouabain szenzitiv ATPAaz aktivitas alacsony értékrdl in-
dul, mind a tenyészetben, mind az embrionalis agyban.
Feltlind.a ouabain szenzitiv komponens alacsony értéke.
/|ElSkisérletekben megvizsgdltuk, hogy a ouabain szenzitiv
ATPaz aktivitas, amint az irodalmi adatok alapjan varhatod
volt, mind az embriondlis csirke agy, mind a sejttenyésze-
tek esetén megfelel a Na+,K+—dependens ATPaz aktivitasnak./
Mint azt a 4. és 5, abra szemlélteti, a ouabain dependens
ATPaz, valamint az ©ssz-ATPaz aktivitds mind a tenyészetek-
ben, mind az embrionalis agysz&vetben a 21. nap koriil /ez
a csirke kikelésének ideje/ ugrasszerii emelkedést mutat.
Ezzel szemben a K' felvétel valtozasat glia tenyészetben 30
napos tenyésztési ideig k6Vetvé /6. abra/ a felvétel a ha-
todik-nyolcadik napig névekszik, majd a tizendtddik napig
dllandé értéket tart és ezutan kismértékili csdkkenés ész-
lelhetd, ugyanakkor, amikor az ilyen koru tenyészetekben
az ATPaz aktivitas értéke /5. abra/ kiugrdan megemelkedik.
A Na+,K+-ATPéz enzim specifikus inhibitora, a ouabain
glia tenyészetekben a Kt transzportjat is gatolja. A sej-

5

tek K tartalma /7. adbra/ jelent&sen lecsdkken mar 10 - M

ouabain jelenlétében, meredek, az elsd néhany percben gyor-
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4, abra: Csirke agyszOvet ATPaz aktivitasanak
valtozasa az embrid, ill. a fiatal csirke é~
letkoranak figgvényében., =-o-: Ossz-ATPaz

-e-: Nat,K*-ATPAZ
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5. abra: Tenyésztett glia sejtek 6. abra: Tenyésztett glia sejtek
ATPaz aktivitasanak valtozasa a Kt felvételének valtozasa a te-
tenyésztési idd fliggvényében. nyésztési idd fliggvényében

-0-: Ossz-ATPaz
-e-: Nat,Kt-ATPAaZ



san es0 gbrbét nyeriink, ha sejtek k' tartalmanak valtoza-

sadt idSben kdvetjiik., A ouabain koncentracid 10-4, 1073 M-

-ra torténd novelése nem okoz tovabbi lényeges valtozéast.
Ugyanezen glia tenyészetek 86Rb felvételét vizsgalva /8.
abra/ hasonld valtozasokat figyelhetiink meg ouabain jelen-
létében. Mig a kontroll tenyészetek folyamatosan vesznek

86 dn o p ; . s 44 86Rb

fel Rb-ot a médiumbdl, addig ouabain jelenlétében a

felvétele jelentdsen lecstdkken, tehat a pumpa gatléasa a Kt
felvétel gatlasat okozza.
Ezen jelenség ellenére, azaz, hogy a glia sejtekben

a KT mozgasa ouabain dependens, azt mondhatjuk, hogy nincs

egyértelmi Osszefliggés a Na+,K+-ATPéz enzim miikddése és a

x1g2 1
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7. abra: Ouabain hatasa te- 8. abra: Ouabain hatasa te-
nyésztett glia sejtek K%t nyésztett glia sejtek °°Rb
koncentraciéjara az inku- felvételére az 1nkubala51

balasi idd fliggvényében id6 fliggvényében




k' transzport k&zdtt glia sejttenyészetekben, mivel a sejt-
érés soran a sejtek Na+,K+-ATPéz aktivitasa és K’ felvétele
nem valtozik parhuzamosan a sejtérés fiiggvényeként,

Ez a megallapitas /ami kidomboritja a tenyészetek tech-
nikai eldnyeit transzport mechanizmusok vizsgalata sorén/
arra utal, hogy az intakt sejtben a Na+,K+—pumpa milkkodését
egyéb mechanizmusok "feliilszabalyozzak". Mai ismereteink
szerint ugyanis az "izolalt" Na+,K+-pumpa ATP hidrolizald és
kation transzportald kapacitésa szigoru sztdchiometriat mu-
tat, faj- és szOvetspecificitads nélkiil /Glynn és Karlish
1975; Sarkadi és Tosteson 1979/. Semmi ok sincs annak fel-
tételezésére, hogy ez a szigoru sztbchiometria a glia sejt
esetében nem lenne érvényes. Nagyszdmu adat [Rasmussen 1970;
Berridge 1975; Rapp és Berridge 1977; Rasmussen és Goodman
1977/ bizonyitija azonban, hogy ezt a sztdchiometriit az in-
takt sejtben médosithatjak bizonyos "feliilszabdlyozd" me-
chanizmusok a sejtmiikddés aktualis igényeinek megfelelden
/pl. a sejtérés kiildénbdzd iddszakaiban/.

Amint a bevezetOben részletesen kifejtettem, ezek a
"fellilszabalyoz6" mechanizmusok oly médon manipuldlijik a Na+,
K+-pumpa aktivitasat, hody a passziv kation mozgasckat be-
folyasoljak elsOdlegesen, amit a kation koncentracidk k&~
vetkezményes megvaltozadsa miatt, a Na+,K+—pumpa masodlagos
aktivitads mdédosulasa kovet [/Glynn és Karlish 1975; Wallick
és mtsi 1979/.

Ezek kozdtt a "fellilszabalyozd" mechanizmusok kozdtt

irodalmi adatok alapjan /Rasmussen 1970; Berridge 1975;
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ouabain /107°M/ jelenlétében
az inkubalasi 1id® fliggvényében
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Wenner és Hackney 1976; Meech 1976; Rasmussen és Goodman
1977; Rapp és Berridge 1977; Strewler és Orloff 1977/ nagy
jelentbséget kell tulajdonitanunk a ca*t-ciklusos nukleo-
tida rendszernek.

Az agyszdvet érdekes sajatossaga, hogy a neuron élet-
tani funkcidjaval parhuzamosan a glia mikrokdrnyezetében a
kation koncentracidék valtoznak /1. dbra/. Korabban emlitet-
tem az extracellularis K koncentracidé ndvekedés /["excess"
K+/ szerepét a glia Na+,K+-pumpa aktivalasadban. A neuron ki-
siilését kOvetden lejatszddik azonban egy masik szignifikans

+ koncentracid

valtozas is: a glia mikrok&Srnyezetében a cat
jelentdsen lecsdkken /[/Prince és mtsi 1978; Nicholson 1979;
Somjen 1979; Nicholson 1980/.

A tovabbiakban ezért azt vizsgdltuk, hogy az extracel-
lularis ca’t koncentracis cstkkenés, egyaltalan az extracel-
lularis ca'’ koncentracis valtozasa befolyasolhatja-e egy-
részt a glia K" transzportot, masrészt ha ilyen jelenség fel~-

+

lép, abban szerepet jatszhat-e az intracellularis catt-cik-

lusos nukleotida rendszer alteracidja.

D.2. Az extracellularis cCa't szerepe a x* transzport sebes-

" ségének kontrollalasaban

A 9,.,, 10., 11. és 12, abrak mutatjak, hogy a tenyész-
tett glia sejtekben hogyan valtoznak az intracellullris k"t
/[ K+]i/ és Na* /[Na+]i/ koncentracidék, ha az extracellula-
ris Ca'' koncentracidk /[Ca++]d’véltoznak. QOuabain jelen-

léte nélkiil, amikor a Na+,K+-pumpa mikédik /9. 10. abrak/,



8 és 0,1 mM [Ca++JO mellett a sejtek K' és Na® koncent-
raciéja nem mutat valtozést, 0,1 mM [Ca++]o alatt a sejtek
k' koncentracidja csdkken /9. abra/, Nat koncentracidja
novekszik. Ezek a valtozasok a kisérleti periddus elsd
szakaszaban jatszd6dnak le és ezutadn egyensuly all be, A
[Ca++|O extrém csdkkentése /0,001 mM/ vagy megvonidsa a mé-
diumb6l mar folyamatos Kt kiadramlast eredményez /9. abra/.

A tenyésztett glia sejtek Nat koncentréacidéjaban ezek
az extrém [Ca++]o értékek a kezdeti szakaszon meredeken fel-
24116 maximum gorbe szerinti valtozast okoznak /10. abra/,
ami arra utal, hogy a kezdeti id®ben nagy sebességgel fel-
vegt Nat egy részét a Na+,K+-pumpa a sejtbol eliminalja. A
Na’t koncentracié valtozasanak ezen jellege azt is jelenti,
hogy a catt megvonas hatadsara bekOvetkezett megnbvekedett
Na* permeabilitast a pumpa fokozott miikddése ellensulyozza.
Ugyanez a kdvetkeztetés vonhatd le a 0,01-0,075 mM [Ca++]o
tartomanyban a k' koncentracié valtozasa alapjadn /9. &bra/:
az intracelluldris K  koncentracid csOkkenését a pumpa ak-
tivaldédésa ellensulyozza és a sejtekben a kT koncentraciéra
vonatkozbéan egyensuly all be.

Ouabain jelenlétében /1ll., 12. abrak/, amikor a Na+,K+—
-pumpa miikédése gatolt, természetesen a sejtek k' koncentra-
cibéja folyamatosan csdkken és Nat koncentréacidja folyamatosan
névekszik. Ouabain jelenlétében /10'5 M/ a [K+]i és [Na+]i
fliggése a kiilsd catt koncentracibétol mdédosul, az ionmozgasok

2 mM [Ca++jo alatt valnak Ca++-fﬁggévé. Az ouabain jelenlé-

te miatt egyébként is fennalld Kt kifolyds mértéke megnd a



[Ca++]o csbkkenése eredményeképpen. Hasonld viselkedést mutat
a sejtek Na't koncentracidéjanak valtozasa is, amint azt a 12.
dbra szemlélteti: ouabain jelenlétében a gorbék lefutdsa meg-
valtozik, a telitési szakasz elmarad, a sejtek folyamatosan
vesznek fel Na'-ot és adnak le K'-ot.

A 9,, 10., 11l. és 12. abran demonstralt valtozasok igen
jol értelmezhetdk az alabbi mechanizmus szerint:

A [ca*™]

ték ala "megnyit" egy membrén "csatornat" ["kapu"-t; a nem-

o csdkkenése a médiumban a fizioldégias 2 mM ér-
zetkdzi irodalom ezt a jelenséget gating-nek nevezi/, ame-
lyen keresztiil a koncentracid gradiens iranyaban megindul a
sejtekbdl a k' kidramlasa ill. a Na' passziv felvétele. A-
mennyiben a pumpa nem gatolt /és a “kapu" nem tulzottan
"tag"/, ezt a passziv k"t kiéramlésf és Nat felvételt a
Na+,K+—pumpa ion koncentracié valtozasokat kévetd aktivald-
dasa kompenzalja, megntvekedett Kt felvétel, ill. Na® kilizés
utjan, Ezért nem észlelhetd 2 mM és O,1 mM [Ca++]o k&zott
koncentracidé valtozas a sejtekben ouabain tavollétében.

Azt a tényt, hogy ez a kompenzacids mechanizmus miikodik, a-
latéamasztja, hogy ouabain jelenlétében a passziv mozgasok
2-0,1 mM tartomanyban ca*?t érzékenyek lesznek /11l., 12. ab-
ra/.

Ugyanezt a kovetkeztetést bizonyitja, hogy ouabain al-
kalmazasa nélkil 0,1 mM [Ca++]o értékek alatt bekdvetkezik
ugyan a [K+ji és fNa+]i nbvekedés, azonban iddben egyensuly
alakul ki. Csak extrém alacsony [Ca++]o értékek eredményez-

nek olyan "tag kapunyitas"~-t, amelyet a Na+,K+-pumpa ouabain



tavollétében sem tud kompenzalni. Hogy a kompenzacids me-
chanizmus ilyenkor is mikoddik, azt a 10. abran lathatd Nat
maximum g8rbék erdteljesen alatamasztjak.

A fenti mechanizmus tovabbi igazolasira megvizsgaltuk
a k¥ és nNat mozgasokat valtozd [Ca++]0 értékek mellett i-
zotbép nyomjelzés alkalmazasaval. Az izotdp /86Rb és 22Na/
nyomjelzés alkalmazdsa sorédn nyert eredményeket szemlélte-
ti a 13., 14., 15. és 16. abra. Lathatdé, hogy a fenn leirt
mechanizmussal Osszhangban, ouabain tavollétében az izotdp
felvétel és leadas kinétikus gbrbéi szignifikans eltérést
mutatnak 2 mM és 0,1 mM [Ca++]o mellett, ugyanakkor, amikor
ebben a tartomanyban intracelluléris kKt és Nat koncentracis
valtozas nem észlelhetd [Ca++]o fliggvényeként.,

A tovabbiakban az izotop felvétel és leadds utjan meg-
hatarozott K és Nat fluxusok kezdeti sebességét adjuk meg
[Ca++]o fliggvényeként [I. tablazat/.

A kezdeti sebesség értékek kiszamitasa soradn szamos izo~
top kinetikai probléma meriil fel:
ouabain jelenlétében és ouabain tavollétében végzett kisér-
letek esetén kell numerikus értékeket nyerniink a kezdeti se-~
bességekre vonatkozdan. Ouabain tadvollétében a kation poolok
egyensulyban vannak, igy 86Rb, 42K vagy 22Na alkalmazasaval
végzett influx vagy efflux kisérletekben a kezdeti sebessé-
gek meghatarozasa egyszerii, Ouabain jelenlétében azonban
/7., 8., 11., 12. &brédk/ a kation poolok steady state alla-

pota megszilinik, tehé&t a kezdeti sebesség értékek kiszamita-

sdhoz a kezdeti koncentrdcidé valtozéasokat is figyelembe kell
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13. abra: Tenyésztett glia
sejtek °°Rb felvételének val-
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laris ca*t koncentraciék mel-
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14, abra: Tenyésztett glia

sejtek %?Na felvételének val-
tozasa kiilénb6zd extracellu-
laris Ca*t koncentraciék mel-
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16. abra:??Na kidramlasanak
valtozasa tenyésztett glia
sejtekben kiilénbdz0d extracel-
lularis Catt koncentracidk
mellett az inkubalasi ido
fliiggvényében



venni,

Ezt az alabbi megoldassal tudjuk megvaldsitani:
az izotdép megoszlas altalanos egyenlete a glia sejt - médium
két kompartmentes rendszerre vonatkozdan a kdvetkezdképpen

irhaté fel:
t t
AT =O] v,S dt - of v S dt (1)

A

t
ac = [ v -v

i~V lat (2)
(o]

ahol:

AT a radioaktivitéds valtozasa a sejtben /dpm/mg fehérje/

Vi az influx kezdeti sebessége /nmol kation/mg fehérje/perc/

\Y az efflux kezdeti sebessége [/nmol kation/mg fehérje/perc/

S a radioaktiv nyomjelzd fajlagos aktivitdsa a médiumban
/dpm/nmol kation/

Sn egy adott iddpillanatban
t

Sh nullapercben

o
S a radioaktiv nyomjelzd fajlagos aktivitdsa a sejtben

/dpm/nmol kation/

Ss egy adott iddpillanatban
t

SS nullapercben
o]

AC a kation koncentrécid valtozasa a sejtekben a kezdeti

iddintervallumban /a kisérlet kezdetétdl szamitott elsd



20~-180 mp/
t egy adott iddpillanat

A szbvettenyészetekkel végzett kisérletek lehetdvé
teszik, hogy minden 20 masodpercben meghatarozzuk i cC,
S é€s S értékét, ezek iddbeni valtozasat az elsd 2-3 perc-
ben, Azt taldltuk, hogy a kisérletek elsd 2-3 perces szaka-
szara vonatkozdan ezek az értékek linedris 1dofliggést ad-
nak; kovetkezésképpen erre a szakaszra vonatkozdan a kez-
deti sebességek mint konstansok jelentkeznek. Ilyen mdédon

az (1) és (2) egyenlet egyszeriien megoldhatdé és a kdvet-

kezd Osszefliggést szolgaltatja:

20I _ - ACS
s st . ZAIS,— ACSmt

Ezen egyenletekkel szamolva tehat a kezdeti értékeket
pontosan kapjuk meg akkor is, ha az intracelluldris kation
koncentracidé valtozik.

Az I, Tablazatban Osszefoglalt nagyszamu adatot kény-
nyen attekinthetjik, ha a kiilsd ca’®™ kxoncentraciéra vonat-
kozdan 3 tartomanyt kiilonbdztetiink meg:

1./ 10 mM - 2 mM [Ca++]o mellett mind ouabain tavollé-
tében, mind jelenlétében a K+ &s Na~ mozgasok, az influx és
efflux egyarant fiiggetlen a kiilsd ca*?t koncentraciétél., Ez
az eredmény teljesen egybehangzé a 9., 10., 11l., 12, abran

feltiintetett koncentracid valtozasok Ca ' dependenciajaval.
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I. Tablazat

kezdeti sebességének valtozasa az
koncentracio figgvényeként tenyész~
tett glia sejtekben

nmol / mg

fehérje /[ perc

S.D. < 3 %
86 oy, 22,

lca®™ | Influx Efflux Influx Efflux

™ . A .. B A B A B A B

10 21,8 1,15 20,8 46,8 26,1 50,7 25,3 0,79

8 22,0 0,96 20,4 46,6 26,5 50,2 25,8 0,71

6 21,3 1,01 20,3 46,3 25,8 50,2 25,6 0,75

4 22,4 1,21 21,1 45,9 25,9 50,6 25,1 0,76

2 21,7 1,16 20,9 46,1 26,4 51,0 25,4 0,76
)5 27,4 1,13 28,1 53,7 29,9 58,3 30,1 0,79
;0 31,3 1,12 32,2 58,4 38,4 61,4 37,5 0,77
)5 39,2 1,20 40,1 67,3 43,3 65,3 41,9 0,77
)1 53,2 1,81 54,7 81,9 61,1 76,2 59,8 0,79
, 05 79,5 1,91 98,8 126,1 80,2 99,1 65,4 0,82
,001 99,4 1,86 121,5 149,9 92,1 110,6 70,4 0,87
, 00 105,1 1,93 150,1 181,3 109,9 115,8 73,6 0,89

A: ouabain nélkiil

B: ouabain jelenlétében /10

5 M/

Azt mondhatjuk tehat, hogy a “Ca++-gating" 2 mM [Ca++JO

érték alatt kOvetkezik be.

2./ A2 mM és 0,1 mM [Ca++]o tartomany reprezentalja

azokat a Ca’' koncentracié értékeket, amelyben in vivo

k8rilmények k6zdtt /Prince és mtsi 1978; Nicholson 1979;

Somjen 1979; Nicholson 1980/ a neurondlis kisillést kdve-



t8en a glia mikrokdrnyezetében, tehat a glia-neuron kézdtti
résben a cat? koncentracidé valtozhat. Lathatd, hogy ebben a
tartoményban ouabain tavollétében, annak ellenére, hogy a
9. és 10. abra adatai szerint a glia sejtekben a [K+Ji és
[Na+]i fliggetlen [Ca++]o—t61, a nyomjelzd technikaval meg-
hatarozott fluxusok szignifikans valtozasokat mutatnak: mind
a kH felvétele és leadasa, mind a Nat felvétele és leadasa
megnd a [Ca++Jo csOkkenésének fliggvényeként, Ouabain ha-
tasdra, Osszhangban a fenn vazolt mechanizmussal és a 11.,
12, abra adataival, az uphill kation mozgasok, tehat a .4l
influx és Na' efflux elveszti [Ca++jo érzékenységét, azaz
nem no a [Ca++JO cstkkentésével, Ugyanakkor a downhill ka-
tionmozgasok, tehat a K" efflux és Na' influx ca'’ érzékeny-
sége megmarad. Ez ujabb fontos bizonyiték arra vonatkozdan,
hogy a [Ca++]o fiiggvényeként bekdvetkezd Na' és K' fluxus-
valtozasok létrejottében a “Ca++~gating", azaz a passziv
fluxusok megndvekedése jatssza az iniciald séerepet, amit az-
utan masodlagosan kovet a Na+,K+-pumpa adltal meghaté&rozott
uphill kation mozgasok megndvekedése,

3./ Ebben a [Ca++J0 tartomanyban /0,0l mM - O mM/ az
izotdp technikaval meghatarozott fluxusok jellegzetességei
megegyeznek azzal, amit a 2./ tartomanyra vonatkozdan leir-
tam, azzal az eltéréssel, hogy mind a K+—ra, mind a Na+—ra
vonatkozdan az influx és efflux értékek ouabain tavollété-
ben sem egyeznek meg: a K" efflux értékei magasabbak, mint

az influx értékek, ill. a Nat influx értékek meghaladjak

az efflux értékeket. Ez ismét &sszhangban van a 9, é;ﬁ@d@?ﬁﬁ
1~
i
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dbra adataival, amelyek szerint a [Ca++]o értékek csdkkené-
se 0,1 mM ald koncentracidé valtozast eredményez a sejten be-
14l mind a K+-ra, mind a Na+-ra vonatkozdan. A jelenségek te-
hat erre a tdrtoményra vonatkozdan is Osszhangban allnak az-
zal az interpretacidéval, hogy a fokozott "Ca++—gating" altal
eredményezett passziv Na+ és K+ mozgasokat a Na+,K+-pumpa
megnovekedett aktivitasa csak részben tudja kompenzalni.

A 2,/ és 3./ tartomény k6zdtt az eltérés tehat abban all,
hogy a 2./ tartomanynak megfeleld [Ca++]o valtozés altal ki-
valtott passziv Na® és k* fluxusnévekedést a Na+,K+-pumpa
teljes mértékben kompenzalni képes, mig a 3./ tartomanynak
megfeleld [Ca++]O értékek mellett a passziv K' és Na'
fluxusok megndvekedése olyan mértékii, hogy a pumpa mechaniz-

mus csak részlegesen képes azt kompenzalni.

D.3. Az extracellularis Ca++ valtozas hatasa az intracellu-

. ++ . .
laris Ca =ciklusos nukleotida rendszerre

Az extracellularis ca’t koncentracié a fizioldgias 2 mM
ala csodkkenésének a fentiekben /D.2. pont/ ismertetett hatasa
a tenyésztett glia sejtek kt és nat transzportjara olyan je-
lenség, amely analdgidba hozhatd az extracelluldris Ca++ al-
talanosan ismert permeabilitdst csdkkentd hatédséaval /[Wenner
és Hackney 1976/. Az irodalomban ma &ltalanosan elfogadott
hatasmechanizmus szerint a Ca++-nak egyfajta "pdérusokat to-
mitd" szerepet tulajdonithatunk a membran kiils® oldaléan. E

szerint a felfogds szerint a [Ca++]o csBkkentése a médiumban

a sejtben leak transzportot eredményezne.
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A bevezetésben ismertetett [Gardos 1954, 1958; Meech

+ k6zelmultban felismert specifikus hatéasai, to-

1976/ a ca’
vabba a sajat kisérleteinkbeﬁ a KV és nat transzportijanak
nagyfoku érzékenysége a fizioldgias cat’ koncentracisé vai-
tozdsokra ellentmondanak ilyen egyszerii értelmezésnek.

Ezért a tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a [Ca++]o
valtozasok kdvetkeztében a fentiekben leirt K' és Na® fluxus
valtozasok vajon a membrant érd kiils® hatas kdvetkeztében
jobnnek-e létre, vagy a [Ca++JO csbkkenése triggerelhet e-
setleg olyand intracellularis mechanizmusokat, melyek "fe-
1liil szabalyozzak" a Na't,kt-pumpat, mint arra a 0. 1. pont-
ban utaltam. Ennek érdekében megvizsgaltuk a ca™t felvétel

45

é€s leadas [Ca++]O fliiggését glia sejttenyészetekben Ca al-

kalmazasaval.,

A 17. és 18. abra mutat be egy olyan kisérlettipust,

+

melyben eltérd [Ca++] mellett kodvettilk 120 percig a ca’

45

o

felvételt Ca alkalmazasaval, majd 120 perc utadn a 45Ca-

-ot tartalmazd médiumot izotépmentes médiumra cseréltiik,

mely az abran feltiintetett koncentracidéban tartalmazott catt-

45

-ot, és kdvettiik a Ca leadasat., Lathatdo /17. abra/, hogy

két eltérd /2 mM és 0,1 mM/ [ca®']_ érték mellett a ca'
felvétel sebessége jelentSs eltérést mutat /lasd a gdrbék
kezdeti meredekségét/, mig a ca™ 1leadas esetén /18, &abra/
az efflux sebessége /a kinetikus gdrbék meredeksége/ azo-
nos értéket mutat, A 17, és 18. abra, mint tipuskisérletek
alapjan azt a kdvetkeztetést vonhatjuk le, hogy mig a cat?t

felvétel nagymértékben Ca++-fﬁgg6, addig a Ca++ leadas se-



I‘SCa influx

nmol Cd/mg feherje -
Cay:20 mM

Cn'o‘:OJ mM

T T T T T

40 80 120 perc

17. abra: Tenyésztett glia
sejtek "°ca felvételének val-
tozésa kiilénbdzd extracellu-
laris catt koncentracidék mel-
lett az inkubalasi idd figg-
vényében

bessége fliggetlen a kiilsd catt

"‘SCa efflux

nmol Na”/mg feherje

bl

10

Tl

cJ;:m mM

Caly:01 mM

Lb 50 120 perc

P 45 s o __
18, abra: Ca kiaramlasanak
valtozasa kiilonbozd extracel-
luldris ca’t koncentracidk
mellett tenyésztett glia sej-
tekb6l az inkubéalasi ido fligg-
vényében

koncentracibétél. Ezen megal-

lapitéas igazolasara tovabbi kisérleteket végeztiink.,

Részletesen vizsgaltuk a catt

deti sebességének [Ca++]o

tatja, a cat?t

felvétel [Ca++]
: o

felvétel és leadas kez-

fliggését. Amint azt a 19. &bra mu-

- dependenciaja megfelel az

egyszeri Michaelis-Menten kinetikanak. Az abra a Cornish-

-Bowden /Cornish-Bowden és Eisenthal 1974; Cornish-Bowden

1975/ féle "direkt" linearis abrazolast alkalmazza. Ez az

abrazolasmé 6s V
smod KN es —_

értékekre sokkal pontosabb adatokat
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45cq felvetel

pmol /mg feherje /perc

e - o - —— - - - - - - . - - -

w
. 1
N A
|
o

H»S
Ca,(mM)

19, abra: A 45Ca felvétel kezdeti se-

bességének valtozadsa az extracellularis
catt koncentracié fliggvényében., Corn-
ish-Bowden féle &abrazolas a K,, és V

- g M ma x
meghatarozasra -+
(Ky=2,05 mM [Ca loi ¥eon

/mg fehérje/perc)

=470 pmol catt/

szolgaltat, mind a Lineweaver-Burk féle abrazolas.

++ B " 1 _
A Ca ' felvételre nyert K =2,05 mM [ca I és Voa o™

=470 pmol Ca++/mg fehérje/perc. Ugyanakkor, mint azt a

II. Tablazat mutatja, a fentieknek megfelelBen a Ca++ in-

flux értékek erdteljesen csBkkennek a [Ca++]

cstkkenésé~-
(e}
vel, mig az efflux csdkkenése ehhez viszonyitva elhanya-
golhatd a fizioldgias 2 mM LCa++]

5 érték alatt.
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II. Tablazat

a ca’? fluxusok kezdeti sebességének, valamint az intra-
cellularis cAMP koncentracid valtozésa tenyésztett glia
sejtekben az extracellularis Ca** koncentracié fliggvénye-
ként

45 cCAMP max. szintjei
Ca

|Ca++|o Influx Efflux (pmol/mg fehérje)

mM . S.D. < 6 % S.D. < 20 %
10 391 388 19

8 375 381 21

(<] 345 359 23

4 305 348 18

2 241 357 21

1,5 208 361l 20

1,0 160 344 25

0,5 100 349 31

0,1 26 351 49

0,05 15 359 89

0,01 8 348 151

0,005 6 353 110
[Ca++J1 = 14,4 * 0,6 nmol/mg protein

Azt mondhatjuk teh&t, hogy [Ca++]o értékét 2 mM érték
ala csokkentve létrejon a Ca++ influx és efflux fizioldgias
egyensulyéanak felbomlasa. Noha erre jelenleg kdzvetlen ki-

sértlei bizonyitékot nem szerezhetiink /az intracellularis sza-



++ £ iz - - . +
bad Ca koncentracié meghatdrozasa nem lehetséges/ a Ca +

felvétel és leadads egyensulyanak atmeneti megbomlasa szik-
ségszeriien cstkkenti a membran belsd kornyezetében az int-
racellularis szabad Ca'™ koncentraciét.

Igen nagyszamu irodalmi adat szerint a [Ca++]i csdk-
kenése a membran kdérnyezetében olyan "trigger" esemény, a-
mely kivalthat egyrészt atmeneti cAMP koncentracidé ndveke-
dést és/vagy jelentds mennyiségi ca** mobilizaciét az int-
racellularis rezervoérokbél /mitokondrium, endoplazmatikus
retikulum /Scarpa és Carafoli 1978; Sulakhe és St.Louis
1980/. A ca*t atmeneti mobilizacidéja az intracellularis
rezervodrokbél tdrténhet egyrészt a cAMP szint megemelkedé-
sének kovetkeztében, de kOvetkezménye lehet egyszeriien a
[Ca++]i dtmeneti csdkkenésének. Hangsulyozni szeretném,
hogy a fentiekben tObbszbr idézett nagyszamu irodalmi adat
szerint a [Ca++]i csbkkenése tfigger hatasként jelentkezik:
kismértéki koncentracid ingadozas jelentds cAMP szint inga-
dozast hozhat létre, ill. catt mobilizacist eredményezhet
az intracellularis rezervoarokb6l /Rasmussen 1970; Berridge
1975; Rapp és Berridge 1977; Rasmussen és Goodman 1977;
Strewler és Orloff 1977/. A fenti lehetOség igazolasara
megvizsgaltuk, hogy a [Ca++]o csbkkenése létre hozhat-e
tenyésztett glia sejtekben atmeneti cAMP koncentracid no-
vekedést., Eredményeinket a 20, a&bra és II. Tablazat mutatja.

A 20. abra feltiinteti, hogy a [Ca++]o értéket 2 mM-rdl
0,01 mM~-ra csdkkentve a cAMP szint a sejtekben rdvid ido-

tartamra megemelkedik. /A [Ca++] csbkkentését vagy ugy

o



pmol cAMP / mg feherje

150,

—o— 001 mM Cay

—x— 200mM Cay
100

T i 2

2 3 4 5 6 7 8 9 10 perc

20. abra: Tenyésztett glia sejtek
cAMP koncentracidéijanak valtozasa
kiilénbdzd extracellularis catt kon-
centraciodknal az inkubalasi iddo
fliggvényében.

értiik el, hogy a médiumot 20 mp alatt, a haromszori mosast
is beleértve, az alacsony cat’ tartalmu médiumra cseréltiik,
vagy szamitott mennyiséglii EGTA oldatot adtunk a médiumhoz. /
A II. Tablazat feltlinteti az egyéb [Ca++]o értékek
hasonlé technikaval tortént kialakitadsa mellett mért cAMP
csucsok maximalis értékeit. A valtozas kinetikaja a csucsok
magassagatdl fliggetlenil megegyezett a 20. abran bemutatott

CAMP valtozasok kinetikajaval.



Megallapithatjuk tehat, hogy a [Ca++]o cstkkenése a
fizioldgias 2 mM érték ala olyan trigger esemény a glia sejt
szamara, amely megndveli a sejtben a cAMP szintet., Noha ez
a novekedés atmeneti, a magas szint néhany perc mulva meg-
szlinik /20, abra/, feltétlenilil olyan valtozasnak tekinthe-
t6, mely az idézett irodalmi adatok szerint, inicidl egy
"gating" mechanizmust, amely megndveli a k" és nat passziv
/downhill/ fluxusait.

Felmerlilhet az a kérdés, hogy a fizioldgiads 2 mM [Ca++]o
felett, ahol szintén észleltiink eltérést a [Ca++]O figgvé-
nyeként a catt felvétel i1l. leadas sebesség értékei kozott,
miért nem észlelhetd a cAMP generald rendszer aktivacidja.
Bar ennek a kérdésnek a megvalaszolasa tovabbi kisérleti
munkat igényel, kézenfekvd az a feltételezés, hogy a fenti
szabalyoz6 mechanizmusnak van egy kiliszdb értéke a [Ca++]i
értékek vonatkozasaban. Amennyiben a [Ca++Ji ezen érték ala

csOkken, ez a valtozas mint trigger esemény, inicialja a

fenti mechanizmust.

E. AZ EREDMENYEK MEGBESZELESE

A vizsgalataink alapjat képez® megfigyelések, melye-
ket a ©D,1. pontban ismertettem, felvetették azt a kérdést,
hogy a glia sejtekben a Kt transzportot meghatarozo Na+,K+-
-pumpanak lehet-e "fellilszabalyozd6" mechanizmusa. Fgl@é&ﬁlt

i
i\ =



tovabba az a kérdés is, hogy ebben a fellilszabalyozasban a
catt-ciklusos nukleotida rendszer szerepet jatszik-e. Ismer-
tetett eredményeink alapjén azt kell mondanunk, hogy mindkét
feltételezés megalapozottnak és indokoltnak bizonyult,

Ezt a felililszabalyozd6 mechanizmust vazolja a 21. abra,

fizioldgias szerepével Osszefliggésben. Az abra Osszefoglalja

Na K- pumpa

NEURON

a kisiiles allapotaban

21. &bra: A Ca'' és cAMP szerepének vazlatos
dbrazolasa a glia sejt Nat és Kt transzportija-
nak szabalyozaséban,
CDR: Ca-dependens reguldtor fehérje
PDE: Ciklusos nukleotida foszfodieszteriaz en-
zim B.C. 3:sd4.1.17
M: Mitochondrium
E: Endoplazmatikus retikulum

a rendelkezésre alld, fentiekben idézett irodalmi adatokat
és sajat eredményeinket.
Az ingeriilet allapotdban levd neuron kérnyezetében a

+ . g & : " ++ s g
K koncentracidé megnovekszik /1. abra/, a Ca koncentraciod



lecsdkken /Prince és mtsi 1978; Nicholson 1977, 1979; Som-
jen 1979/. A neuron mik&dése kovetkeztében a sejtkbz6tti
résben bekdvetkezO ionkoncentracid valtozasok a glia sejt-
ben események lancolatat inditjak meg. Az intercellularis
rés cstkkent ca'’ koncentracidja megbontja a glia sejt
membranjan keresztiil fennadlld catt felvétel és leadas e-
gyensulyat, ennek eredményeként a glia Ca++-ot veszit

/1d. D.3. 17., 18. abra, II. Tablazat/.

Az abran CDR-rel jeldlt fehérje /Ca++—dependens regu-
lator/ szabalyozza az adenil cikléaz és foszfodieszteriz en-
zim aktivitasat a ca’t ionokon keresztiil. Ez olyan catt-fe-
hérje komplex, melynek molekularis szerkezete €s hatdsme-
chanizmusa nagymértékii egyezést mutat az izom kontrakcidjat
szabdlyoz6 troponin-C-vel /Stevens és mtsi 1976/, mely az

* &s CDR egy

aktomiozin ATPaz regulator fehérjéje. A ca®
adott koncentracidja, mely az adenil ciklaz enzimet akti-
valja annak a koncentracionak felel meg, amely a foszfo-
dieszterdz enzimet gatolja /Brostrom és mtsi 1976/.

A glia sejtben a lecstkkend ca®t koncentracié miatt a
ca*t ledisszocial a CDR fehérjérdl, ennek hatdsara megsziinik
a PDE enzim aktiv konformacidéja. Miutadn a PDE enzim nem mii-
k6dik, viszont az adenilat ciklaz enzim aktivalddik Ja Ca++
és a CDR fehérje kedvezd koncentracidja kdvetkeztében/, la-

vinaszerien megindul a cAMP képzddése. A mechanizmus jelen-

_ - » . © + - + - - -
tosége, hogy igen kis [Ca+ ]i koncentracié valtozas a
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CDR-PDE-adenil cikl&z enzimek kdrnyezetében nagymértéki
intracelluldris cAMP szint emelkedést hozhat létre. A Ca't
és cAMP 6sszehangolt egymasutani lépéseket tartalmazdé mii-
kodési mechanizmusa biztositja az ingerre adott végsd va-
lasz kialakulasat. A cAMP szabalyozza mind a sajat, mind a

£ sz sz ++ .
+ koncentracid6jat; a Ca viszont 4 cAMP kon-

citoszol ca”
centracidjat szabalyozza és meghatarozza a c¢cAMP sajat hid-
rolizisére gyakorolt hatasanak mértékét. A megndvekedett
intracelluldris cAMP szintek hatasara ca’t valik szabadda
az intracellularis rezervoarokbdél /Berridge 1975; Rapp és
Berridge 1977; Rasmussen é&s Goodman 1977/.

A K" és nNat gradiens iranyu transzportjanak létre-
jottében /gating/ szerepe lehet a catt ionoknak, a cAMP-nek
vagy egylittesen mindkettdnek. A citoplazmatikus szabad ca*t
szint megemelkedése létrehozhatja a Gardos effektust, a K+
szelektiv kiaramlasat /Gardos 1954, 1958/. A Na ionok megnd-
vekedett permeabilitdsaért felelds lehet egyrészt a ca*?t
koncentracié nodvekedése azaltal, hogy a [Ca++]i szint egy
kisz0b érték folé vald emelkedése nemcsak a K+, de a Na't
mozgasat is lehetdvé teszi /a "kapu" tagabb/ /Meech 1976/.
Masrészt nem zarhatdé ki az a lehetdség sem, hogy a jelenség
létrejottében a cAMP jatszik szerepet membranhoz kdtdtt
protein kindzok révén, amelyek cAMP-fliggd foszforilacidja
megvaltoztatja a transzmembran Nat transzportot /Rasmussen
és Goodman 1977/.

A glia sejtekbe beadramld Na® és onnan kifolyéd kT akti-

- ) + - + - v L - » o
valja a Na -K+—pumpat a Na+,K ~ATP&z enzim vektoridlis mi-
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kodése alapjan /Glynn és Karlish 1975; Wallick és mtsi 1979/.
A pumpa fokozott mikddése kovetkeztében a Na® és KV koncent-
racidk visszaallnak a kezdeti szintre, megtdrténik a Ca++
visszavétele az intracellularis rezervodrokba /mitokondrium,
endoplazmds retikulum/, a glia sejt nyugalomba jut, készen
ujabb ingerek felvételére.

A célkitlizésben felvetett kérdésre, hogy lehetséges-e
a K+ transzport szabalyozasa a Nat transzporttdél fliggetle-
nil, eredményeink alapjan azt kell mondanunk, hogy a glia
sejtben a Na® &s xt mozgasanak szabalyozasa kozds mechaniz-
mus révén torténik, nincs olyan szelektiv mechanizmus, mely
csak kizardolagosan a K ionok mozgasaért lenne felelds.

Eredményeink a glia sejt élettani szerepével kapcso-
latban két szempontbdl tarthatnak szamot érdeklddésre. Egy-
részt, mint korabban emlitettem, a neuron miikddése soran a
glia mikrokdrnyezetében a catt koncentré&cidé igen gyors val-
tozédsai jatszddnak le a 2-0,1 mM tartomdnyban. Ebben a tar-
toményban vizsgalataink szerint bAr a glia sejtek kation kon-
centracidéja nem valtozik, de kimutathatdé mind a K+ mind a Na¥
fluxusok szignifikans ndvekedése, egyrészt a passziv perme-
abilitas, masrészt a Na+,K+—pumpa aktivacidja kovetkeztében.
Mindkét jelenség fontos szerepet tolthet be a glia sejt é-
lettani funkcidinak ellatasaban.

Noha az a-kérdés, hogy a glia sejt Na+ és KT transzport-
jaban a ciklusos nukleotida rendszer szerepet jatszik-e, az

irodalomban ezideig nem merilt fel, taladlhatunk olyan k&z-

léseket, melyek a feltételezéssel egybehangzé adatokat szol-
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galtatnak. Rasmussen 1970-ben k&6z6lte, hogy Dictiostelium
discoideum sejtekben az extracellularis ca®™ koncentracis
cstkkenése a sejtekben cAMP szint emelkedést hoz létre.
Emlds sejteken ezzel egyezd megfigyelést nem kézélték, de
nagyszamu adat all rendelkezésre arra vonatkozdan, hogy a
CAMP rendszeren keresztilil érvényesiild hormonhatdsok nagy-
mértékben fliggenek a [ba++]O—t61.

Masrészt, miutdn szamos irodalmi adat utal arra, hogy
a glia funkcidék igen fontos hormonalis kontroll alatt &all-
nak, a glia sejt kisérleteinkben mutatott nagyfoku érzé-
kenysége az extracellularis ca’* koncentracié v&ltozasok -
irant ezeket a hormonhatasokat nagymértékben médosithétja.
Ennek a ténynek szamos neuropatoldgiai folyamatban, ill.
pszichofarmakoldgiai hatésok létrejottében lehet jelentd-

sége.
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