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BEVEZRTES

Az izomban lejdtssddd kontrakeids folyamat pontos biokémiai
mechanizmusdnak felderitése régdta vizsgdlt kérdds.

Az ATP? kémiai energidjdt mechanikei mmkdvd alakité rend-
szer, ez izom strukturfehérjék kutatdsa sok uj adatot tdrt fel.
A vizizom kontrektilis fehérjéire vonatkozé ismereteink fojlle
@éodét dttekintve azt ldtjuk, hogy izeldldsukra, tisztitdsukre,
analizdldsukra hasznilt médszerek tikéletesedése kyvetkeztdben
miofibrilldris fehérjék keverdke helyett mdr ez egyedi kontrake-
tilis proteinek vizegilata kerillt eldtérbe.

Ml

1664=ben Killme visizonbsl mmgss ionerdeségil séoldattal
egy viszkozus fehérjét vont ki, amelyet miozinnak nevezett.
Evtizedekig ezekrdl @ miosin prepardtumckrdl ast tartottdk, hogy
egyetlen fehdrjébol dllnak. 194l-ben Dangn I. és Szent-Gybrgyi
/Banga I. és Szent-Gytrgyi, 1941/ kisblték megfigyelésilket, hogy
dardlt izombél neutrdlis sdoldattal tirténd hosszantartd extreke
cidval nyert miosin /miozine Benek nevezték el/ a rivid extrake
ciéval nyert miosin A prepardtumiél eltérd tulajdonsigokat mue
tatott. Usssetételilk részletes vizsgilata o két alapvetd struke
turfohérje, az gktin dés miosin felfedezéséhez vezetett.
/Straub, 1942, 1943, Guba, 1943/. A révid ideig tartd extrakeid
sordn keletkezett miozin A igen kevds aktint tartalmazott, mig



& hosszantartd extrakeidval nyert miosin B lényegében két protein
komplexes aktin + miozin az egyenld az aktomiozinnal,

Tobb szerzd / Perry és Corsi, 1958; Drabikowski ds Gergely,
1962; laki és mteai, 1962; Martonis, 1962 / leirta as aktin
prepardtumokban ujabb strukturfehérje o tropomiozin jelenlétdt,
melyet kordbban Balley izoldlt /Bailey, 1948/ mér izonbél, Ssee
repe az ektin és miozin kiélestnhatds reguldldsdban van /Katzs, 1964/.

Roviddel azutdn, hogy &z aktin tropomiozin szennyezdsét
felimmerték Katz /Kats, 1965, 1966/ azt taldlta, hogy & tropo-
miozin tartalmu aktin prepardtum egy misik fehdrjét is tartalmas,
Ez o fehérje a troponin mely a tropamiozinnal egylitt érazékennyé
teszi av aktomiozint, hogy képes legyen a Ca'’ kisvetitésére asz
ingerilleti=kontrakeids fexcitation-contraction/ folyamat Usszee
kapesoldsdbane A troponin reguldior szereppel bire A troponin
ca'" tdvollétében gitolja es aktinemiosin Usezekapesoldddsdt, igy
a miofibrillumok relaxdlt dllapotban maradnsk. & troponin jelene
t6s Ca'" affinitdsu. He a Ca’’ van @ vendszerben olyan kemplex
jbtn 1étre, mely az aktin és miozin kaposoldddsdt mdr nem gdtolja,
igy létrejohet a kontrakeid, A troponint eldszir Ebashi és Kodoma
/Bbaghi dés Kodoma, 1965/ izoldita teljes isombdl.

Legujabban Hartshorne és misai /Hartshorne, 1969/ olyan
bizonyitékokrél szdmoltak be, hogy a troponin is két fehdrjébll
411, melyek kizil az egyik o troponin A a miozin és aktin kimdtti
kapesolatot gitolja, a mdsik o troponin B pedig a kontraktilis



appardtus ca't receptoraként milkvdik.

lgy @ régi, ceak miozinnak tartott prepardtumrél bebizonyoe
sodott, hogy legaldbb négy killonbuzd fehérjét /miozin, aktin,
tropomiozin, troponin/, de lehet hogy még tobd strukturfehdrjét
is tartalmaz. Azdéta mir mds reguldtor fehérjdk Jjelenldétdt is
igazoltdk /ple. of -akiin, B « aktinin, mero-miozin /Nayler W.G.
1970/,

Guba és mtsai /Guba, 1963/a; 1963/b/ megfigyelték, hogy
a miozin, aktin dés tropomiozin eltdvolitdsa utdn a miofibrillium
filamentozus szerkezete megtartott, azonban a fibrillin nevil v
strkturfehérje kivondse utdn megszinik. Ugy tiinik, hogy ez a
strukturdlis fehérje adja a miofibrillum filamentozus alapszere
kezetét, /Cuba ds mtoei, 1964, Guba, 1968/,

Bdr az izommilktdésben szerepet jdtszd egyes alkotdrésszek
morfoldgiai és funkciondlis sajdtedgairdl sokat tudunik ndr/a
kontrakeid és relaxdcid pontos biockémiai mechanizmusa még vie
tatott. leheziti a kérdést az, hogy a szubcelluldris /molekuldris/
szinten kapott eredmdényeket kell Usszekapesolni ogy lényegesen
magasabb szervesettségi fokon A1l szivet mikbdésének eredményée-

vel a mozgdssal.

A killinbozd ssinten nyert ismeroteket a kémiai, biokémiai,
élettani vizegdld médszerekikel nyert eredményeket ugy kell
nsmuuouf hosni, hogy azok & miksdd isom egésze és vissgdlt
réozei kimbtti dialektikus egységet tilarvzaék.
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A részerednények helyos ériékelésének fontosadgdt hang-
sulyozza Szent-Gydrgyl /Szent-Gytrgyl, 1956/, aldbbi idézetes
" Sok bonyodalom tulajdonithaté annak, hogy @ miozin az enzim
definicidjdt kimeriti, mivel ATP=bSl ADP-t és Pt-t hoz léire,
anélliil, hogy maga felhaszndldédna. Lényegét tekintve azonban
2 miozin nem enzim, funkeidje nem az ATP hasitdsa, hanem az,
hogy mozgdst produkdl, * / Much confusionsss. is due to the
fact that, in some ways, myosin conforms to the definition
of an enzyme since it makes ADP phosphate out of ATP without
gelf being used up., But, in other ways, myosin is not an anzyme
at all, for its function is not to split ATP, but to produce
motion, Szent-Gyirgyi General views on the chemistry of muscle
contraction. /Portschey. Kardiol., l. 6«51, 1956, Szent-Gytrgyi/.

A modellekisérletekeg®, ha szemeldtt tartjuk érvényessdégli
hatdrait, jé megkizelitdését jelenthetik az izommilktdés bonyoe
lult folyamatdnak, mivel egyszerisitik ¢és biokdmiai vizegdlatok
szdndra hozzdférhetdbbé teszik a kémiai energis mechanikaed
munkdvd alakitdsdnak sokrétii folyamatdt.

Nem célom az izom modellek réozletes ismertetdse, ozért
ecsak réviden utalnék az ezen modellekitel kapcsolatos lege
fontogabb megfigyelésekre.

A nativ izom szerkeszoidhez legkizelebb 4114 modell &
rost /Szent-Gybrgyi, 1949/ megfeleld




korilmények kizott nemcsak kvalitative, hanem kvantitative is
mogktzelitd as 616 izon mikiddei sajdtedgait /Weber és Portsehl,
1952/, Bzen & modellen bizonyitottdk be, hogy az ektomiozin és
ATP kbmotti veakeid képesi a £imblégids izomkontrskeid fizikale
xémiai alapjdt /deber, 1951/,

pid /Pexrwy, 1951, 1958/ az izome
milkdés elemi egységeit izoldltan tartelmazsa. Piziskontrascte
milkroszkdppal j61 lithatd az egyes miofibwillumok hardntcpikos
lata, valamint ATP hatdodra megfeleld kirillmények kigiitt bow

kijvetkezd kontrakeidjule

A glicerinnel extrahdlt izomrost ég a miofibrillune
szuszpenzid asz izom mikroszkdpos szerkegetdt megtartdé modelle
rendszerek. |

A strukturfehdrjékbil izoldldsuk utdn lédtrchozott modells
rendszerek: az pktomiozin gzdl és ac aktomlozin rendszer jelleg-

zetes kolloiddlis vdltozdsa & gzupcrprecipitdcié,

Engelhardt éo Ssent-ﬁyﬂrwi ogyndstdl figgetleniil észlel-
ték 1940-ben, hogy dp-auurv,imaaum /0,1 u KC1/ oldatbe
fujt aktomiozin szdl fisikel sajdtedgai ATP hatdsdra megvile
toznak. Pngelhardt az aktomiozin szdlak nyujthatdsdgdnalk nte
vekedéadét irta le. Scent-Gytrgyi pedig kontrakeidjukat. Az
aktomiozin sadlak kontrakcidja nagyon hasonlit az lzomyostok
milkbdéadére /Weber, 1951, Weber és Portzehl, 1952/, lényeges
killunbadg azonban, hogy mig au izourost milktdésekor rovidil
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ép vastagsszik, az aktomiozin gezdl minden ivdnyban rovidil.
Szent-Gytrgyi ozt a killonbséget azeal magyardsta, hogy a sadlban a
fehérje micelldk orientdlatlanok, szemben ag iscumal /Szent-Gytrgyi,
1951/,

Sment-Gytirgyl /Szent-Gytreyi, 1941-1942/ irta le ellsatr,
hogy ATP hatdsira az aktomiozin ssuszpenzidn sajdtos kirillmények
kibzttt killonds kolloid jelensdg jdtezddik lo, az u.n. gauper-
precipitdcids A jelenség lényege a fohdrje-rendszerben ATP hatde
pdra létrejivd szerkeszeti vdltozde, ldthatd jele az AN Jakto=
ﬁ% ég.\okkuluaok aggregdlddise, dekddratdlddisa és ssugoroddsa.
Negasabd ATP koncentrdicié hatdsire azonban a ssuperprecipitdeid
fazisdt u.ne clearing fd4zie eldsi meg, mely ez aktomiozin oldat

feltisstuldadban nyilvdnul 3.

A clearing ¢és ssuperprocipitacid kirilményei kizitt olyan
wolekuldris rendezettedégbeli vdltozds jun létre az akiomiozin .
rondsserben, nely analdgidbe 4llithaté az izommiikiddés sordn
bekivetkesl wdltozdgokkale




A vizizom a gyors, akaratlagos mozgdsok végzdsére differons
cidlédott szivet. Roston felépitdoli. A postokon mikrosukdppal joL
14thaté havdntesikolat az izem strukturfehérjéinek egyenlStlen
0looaldodbsl kivetkend Sénytuzhfsl killunbedgekbdl adédike.

Az izomrostot gzaricolerma hatdrolja, mely tipusos "unit
membxdn® szorkozetil plazmamenmbrdnbdl és azt kiviilrll boritd
basalis membrdnbdl dll. Punkeidje egyrésst anyagok és lonok
aktiv transzportje, misrdszt az ingerillet elektromos jelenségei
Jjatesddnak le rajta.

A szarkoplazma, vagy izome cytoplasma killonbizl sejte
organellumokat és a miofibrillunmciat tartalmazd homogén intra-
celluldric anyage Az uene hiasloplazua matrix a vizolddkony miogén
fehérje frakcidkat tartalmassa, melyben a glikolizis ensimjel
taldlhatike.

A gejtmagok tubbnyire a hatdrhirtya kizelében helyeskednek
el, anyaguk olyan retikuldris sserkezetii, mely & rost kontrakeidja
és relaxdcidje sordn vdltozhat.

mok & miofibrilliumpk kozvetlen ssompzdédsdgiban
taldlhaték, az energishdztartdisban rendkivill fontosak, belsd




membrdnjuk reddsitt felszindén as u.n. krisstikon helyezkednelk
el a termindlis oxfddeid és oxidativ foszforildlds enzimrend-
szerei. A mitokondyriumok szdma a virdsizomban t5bb, mint a
fehérizomban, és a szdmuk éo az izom aktivitdsa kizitt hatdro-
zott Usszefligpés van. Sok és erdsen strukturilt mitokondrium
az izom aktiv anyageserdjét tiilkrbei, kisvetlen kizelsdgilk a
miofibrillumokhoz pedig az izome-kontrakcid nagy ATP igényére
utal.

Az izom niikbdése ssempontjdbél igen fontos membrdne
vendazer az egéss citoplesmit bohdldzé cadrendszer, molyet
teszefoglaldan pzarko - tubuldris rendssernek noveznek. Két
komponense van: @ gzarkoplasmatikug retikulum és a transze

verz tubulusok rendszere, as u.ne I-rendssers

A szavicoplazmatikus retikulum o miofibwrillumokkal pdrhuzne
mosan haladd, azokat kirilvevl, egymdssal Usszefiiggld coatore
ndk és ciszterndk rendszere. Legjellemzlbb tulajdonsdga, hogy
ca*'=t képes felszabaditani és visssakttni koncentrdcié gredions
ellenében is. A Terendszer a felszini szarkolemmdlis membrdn
mély betiivemkedéseibdl jin létre, tulajdonképpen az extra=
celluldris tér meghosszabbitdsainak tekinthetlke. Punkcidjuk
a sejt depolarisdcidjdt kivetd impulsus gyors vezeitése a sejt
belsejébe.

A ssarkoplasmetikus vetikulum csatorndi a miofibwillumok
Z vonalai szintjdben a Terendszer tubulusaival igen ssoros



kepecsolatba keriilnek triddjaik, pentddjaik révén.

zer igen fontos gzerepet jdtezik
az ingerilet - kontyekeid - relaxdeid folyamatdnak létrehozd-
sdban. A membrdn ingevilletet kivetden Ca'’ szabadul fel a
szarkoplazmatikus retikulumbél, oz aktivdlja kontrakeidra a
niofibrillumokat, aszutdn a szarkoplazmatikus retikulum Ca-pumpa
mechanizmusa vévén a Ca’'-t visszasszivja, és eszel au izom
relaxdeiénak megfeleld intracelluldris Ca’  szintet hoz 1étre.
Bezért o szarkoplazmatikus retikulumot relaxdld

nevezik.

Az izomecitoplazma, mint emlitettem a sejtorganelilumok
mellett a miofibrillumoket tartalmazza. A miofibrillum az
izommiiktdés legkisebb morfoldgial és funkciondlis egysége.

A miofibrillumok & szarkoplazmiban elosztva, vagy igen
sokazor kereszimetszetben poligondlis alaku csoportokban
/Conheim=£éle mealk/ rendezidnek el.

A miofibriliumokat izoldltan vizsgdilva megdllapitottdk,
hogy a hardntesikolat szerkezeti fehdérjéik egyenletlen elopze
14edbil ered /Huxley, 1960/.

Coak rividen szeretnék foglalkozni a miofibrillumok filaw
mentdris sserkezetével, valamint az izoumiiktdéssel kapcsolatos



o 10 -

teoridkkal, mivel ezek réssletes elemzdse meghaladnd ¢ disssertdcid
kereteit.

Az elektrommikroszkdépos vissgalatok segitségével ldthatdvd
viit, bogy & harduntcsiikolt izom miofibrillumai tovdbbi filae
mentdric feldpitésilick /Richards, Anderson, Haace, 19423 Guba, 1954,
Vajda, Guba, Horsdnyi, 1965, 1966/. Az is megdllapitdst ayert,
hogy & miofibrillum filamentdris feldpitésce pem opységes. /Huxley,
1957/ Kétféle, yékony és yagtag diszkontinuus fonalrendszer
épiti fol a miofibrillumokat. Strulturfohérjdi két ogymdstél ole
Lillvniilt szupramolokuldris rendszerben helyezkednel ol,

A két filamentdris rendszer, andlkiil, hogy rajtuk kiiltne
killn bdmiféle rividiiléds, fulcsavarodds, stb. lejdtszdédna,
milktdds cordn egymdsba tolddnalk.

Huxley ezen elmélete az u.n. " sliding elmélet *,

Huxley eimélete swerint, tehdt as izomban kétféle filamene
téris vendozer van, & yagtag vegy prinér fonalak és o yékony
vagy gzekunddy fonslaks

A kvvetkezd dbrdn a miofibrillum feldpitését szemlélteten
Huxley sserint. / l.gz. dbra. /



1l 83. dboa,
A miofitrillumok filamentdris feldpitdse Huxley nyomdn,

A miofibwrillum iemétlddé egyeége m guaricomér, melyet két
Z vongl hatdrol. A ssavkondr kiszepén sttét A_gsik léthaté, mely
erdsen kettdstord /anizotrdp/ szélein a két £61 I esic vilde
gosabb, kovésbé kettdstird /izotrdp/ polarisdlt fényben.

A vastag fonalak, a primér fonalak, melyek a sszarkoadér kizee
pén helyezkednek el az }| menbrdénon dtheladnak és az I _gzegmentum
hatérdn vakon végzddnek,

szen fonnlak adatais kbe 100 £ vastagok, 1,5 » hosszuak.

400 R t4voledgra oldaligakat tertalmasznsk. Bzek @ szekmder
fonalalk felé mutatnak, 4z feltehetdleg assmekiittetdst diztositanalk
azokkal,
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A prinér fonalak elektrommikroszkdpos képeken hexagondlis
kristdlyrdcsban vannak és mioginbél épiilnek fel.

A yékony fonalpk a Z membrdnhoz régzddnek, az 1 _pzeimentum
fonalrendszerét adjdk. Az A szegmentumba benyulnak egészen a

H pzegmentunig. Az A szegnentunnak e2 a8 szakasza as U.ne
overlap - zéna, ahol a primer és szekunder fonalak egyarint
megtaldlhatdi.

A szekunder fonalak Atmérsje 50 £, a hosszuk 2 me A szekunder
fonalak gktinbgl épiilnek fel,

Huxifly felfedezése a kétféle fonalrendszer léteszdsérdl ol
fogadott, de a fonalak kontinuuitdsa ésg disskontinuuitisa még
problematikus,

A filamentdris rendszer tiizetesebb vizegilatdndl Guba megillae-
pitotta, / Guba, 1966 /, hogy az ismert strukturfehérjék eltdvo-
litdea utdn még egy strukturfehérje izoldlhaté a miofibrillumok-
bél. Bzt a strukturfehérjét Guba fibrillinek nevezi. Elcktrone
mikroszkdpos képek alapjdn azt a kivetkeztetést vonga le, hogy
a fibrillin @ miofibrillumokban egy, §
futé glapfilamentdris szerkezeti strukturfehérje.

A primer, szekunder fonalrendszereknek és a fibrillinnek a
kapcsolata azonban még nem tisutdzott. A tisstdzdsa kizelebdb
visz nyilvinvaldan a kontinuuitds és disszkontinuuitdshoz.

Az izomfehérjéket két csoportra osztjdks
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1./ a vizmoldékony és

2./ & strukturfehérjdkre,

A disozertdcidmban a vizoldékony fehdérjékkel nem foglalkoe

A strukturfehdérjdk kinyerése csak megfeleld kitriilmények
kizitt lehetedges. Az extrohdldcukat befolydsolja a pH, ionerdsség,
stbs A vizoldékony fehérjék eltdvolitdesa utdn az izom alapvetd
sajdtsdgai mepmarednak.

Részletesen csak a miozinnal, gktinnal és a két fehérje
komplexéhfl kialakuld pktomiozinnal kivdnok foglalkozni.

Lo 2o A wiozin pajdtodgni.

Relaxdlt dllapotu izombél o,3 ionerdssdégi séoldattal kinnyen
kioldhaté o miozine A miofibrilium fehdérjédinek mintegy felédt
adja. /Hanson, Humley, 1957, Harsdnyi, Guba, 1963/a./ Mivel a
miozin makromolekula, felvetddik, hogy nem t6bb fisikaie-kémiailag
Jé1 definidlhatd fehdrje komplexe - €7

A miozin molsulya még jelenleg sem tisztdzott, annak
ellenére, hogy & vizsgilatok ez irdnyba igen sokrétiiek. A miozin
molekula egy hosezu pdlca részbll, kb. 150 nm és ehhes kape
es0lédd globuldris részbll, kbe 10 nm tevidik Usszes A két réoz



egyiitt adje az ordsen elongdlt, pdlcikaszeri molekuldt, amelyben

o kétfonatos réaz egy ssakasza, kbe 90 mm as Le-meromiozin /1Dl

és a pdlcikaszeri rész kb. S0 mm /8,/ része és a globulirie rész
/8,/ egyuttesen e H-meromiozin /MNY/. Elnevezésilk molekulasulyuk
elapjdn turtént, a = 150,000 molekulasulyu rész, *lightemeromyosin®
/18, & = 340,000 molekulasulyu a "heavy-meromyosin® /HIRY/.

A miozin molekula sajdtsdgaidrt ez a két komponens a felells.

Az LMl az oldékonyedgdért, a MM pedig as aktinekitd képességlrt

és az ATP-ds aktivitdoéri.

A 2.2, dbra vildgosan szemidltetl o miozin mo.
tikus képét Lowey és misal /Lowey, 1969/ szerint.

~90nm Ms: 2150000 - — gy ——— — — — S —pom-»

Ms: ~#340 000

20‘ gze 4LT0.
A miomin molekula sematikus képe Lowey és misail nyomdn.
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As dbydn jél1 1ldthatd a molekuls azon két pontja, melyek
nagyon érzékenyek a profteclitikus ensimhatdcdra.

zitte Baen tulajdonsdg valdoziniileg igen nagy szerepet jdtszik a
;aa molekuldk filamentumba vald beillesskedésckore Igen éxe
dekes, hogy a pdlca kivetkezld rdsze ,32/' mely a két éradkeny
pont kozdtt van nem aggregilddik sem tmmagdval, sem az Lilllenal,
Pizioldgide kirilmények kizstt teljesen oldatban van, Az 4brde
bél kitlinik az is, hmammmwsaéaalammmtm-
b6l tevidik desze.

Birddk feltételezdne szerint /Bdlint, 1971/ az Ll rész is

hdrom részbdl 411 Lys Do L3-b61.

Ujabb vizsgdlatok & miozin molekula peptid lincainak fele
deritéadre irdnyulngk,

Perrie dés Pervy /Pervie ds P s 1970/ a niozint 8 M urede
val kezelte, majd keményitd gélben futtatva ast tapasstalta,
hogy a prepaxitum cgy része nem hatolt be a gélbe fu.ns H ldnc./
& gélbe bejutott rdéasz hdrom kis molekulasulyu komponenst adott,
A Hwline molekulasulydnak neghatdrozdsa c¢éljdbdél a kutatdk arra
torekedtek, hogy olyan eljdrdst alkalmaszanak, amely lehetivé
tegzi & nagy molekulasulyu komponensek bejutdsdt a gélbe.

Sexkar és mtsai /Serker, 1970/ No-dodecilssulfditos gélolektroe
forézissel o H lancot 200.000 molekulasulyunak taldlta és ezene-
kiviil hdrom "kinnyli® peptid ldncot S

gulys 25.000, 17.000 é8 15.000 volt.
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A miozin jollegzetes sajdtedgal kisé tartozik g killtnbszl
ionokkal szemben tanusitott viselkedése. Killinbizd kationokat
nagy effinitdssal koti /SzenteGydrgyl, 1945, Mihdlyi, 1950, Exdds,
1948, Weber, 1959, Rbasi, 19 i/ Vizegdlataik szerint a miozin
vizoldékony fehérje, mely Bhmeseny ionerdsségen fo,025 I KCL/
g6l dllapotba megy &t, 2 gdl vistartalma 950, /Szent-Gyirgyi, 1945/
Ilyen koriilmények kizttt a K a fehérje izoelekiromospontjdt
momwutaék S5s4=xr01 6,9-re. Ezért van as, hogy neutrdlis
pa-oﬂ =imosey sékoncentrdcié esetén a fehérje kicsapddike
glien XC1 kencentadets v:l.sazaéllitja as eredeti pil = 5,4
izoelektromos pontot, de Mg'', ca'’, és k' jelemlétében iemét
6,9 pH felé vdltozik, A Ca'” és Mg'" kompoticidban vannak o
miozin kitéhelyeiért, és e Ca’’ erdsobben kbtédiy, mint a Mg’
Jiaruyana, Viatanaba, 1962/,

Polianionok ple ATP nem kitédnek a miozin molekuldhos
eselt abban az esetben, ha mdr van Lkttt kation a molekuldn,
ca’’ ég 1g’” donok, valamint egyvegyértéiil kationok 301'"1‘“
tehdt eldsegiti nz ATP kotdadsét a molekuldhoz, Moua-
ionerSsségen 1évé miozin olddddsdt az ATP eldsegiti, de a
k6t6tt K nem vdlnak le a miozin molekuldnél. /Szent-Gybrgyi,
1945/« A wmegktitédd ATP a molekuldnak negativ tiltést ad, ole
tolje as izoelektromos pontot és neutrdlis pHen oldatba megy a
miozin, Az ionkbidést nagymértékben befolydsoljdi a miozin mole-
kula szulfhidril csoportjai. Feltételezépek opzerint a fehérje
tobb kation kotbhellyel is rendelkezik, melyek kationokkal
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szembeni affinitdoa nem azonos. /liihlrad, Bird, Vértes, 1962/.
A miozin ionkitlképessdigét azonban igen nagymériékben befolyde
solja a mdsik gtrukturfchérjének az aktinngk a jelenléte.

A niozin enzinm sejdtsdpa kiziil legjelentisebd az ATPeds
pitivitisa, A miozin ATP-dz aktivitdedundl egy nagymolekuldju
fehérje és o viszonylag kismolekuldju ATP kilestnhatina czerew
pels In vitro feltehetlleg az ATP hidrolitikus bontdsdrdl van
826, de a szubsztrit megkitiése az enzimfehdrjére is mdédositd
hatdssal van. Szereinénm megemliteni, hogy a miozin nem coupdn
ATPere haté enzime A killonbizd nukleotid trifoszfitol bzl
aktivitdssal kotddnek o miozin aktiv centmumdhon, Wéwidm, o
legkisebd Michaelis konstanse a miozin ATPenek van, igy a
miozin ATPevel mutatjno a legnagyobd affinitdot.

Az ATP-dz folyemotdt vizsgilva megillapitottdk /Weber, 1955,
Hasselbach, 1957/, hogy & miozin ATP-dz ektivitdsa nagy cebessége
gel indul, ezt nevezik inicidlis aktivitdonak, majd cotkiens
innek alapidn VWeber a miozin fossforildeidjdt feltételezi as
ATPeiz mikbdés alatt /Gergely, Varuyame, 196o/. Az ensimniktddse
re, mint ismeretes hatdst gyakorol g pH éo a hindrodklet. Az
lonok kozil a Mg, ca'’, éo a K'. Itt emlitendn meg ruviden,
hogy ismeriink médosité snyagokat, melyck megviltoztatjdk a fee
hérje iérszerkesetét, ezdltal a Mg'" éo Ca''<kel szenbeni éruée
kenysée is nagyobd lesz, és az aktivitds fokomdddshoz vezets
Az igomfehérjék korill ilyen médositd szerepe van oz gitinnaice



Straub 1942«ben fedezte fol az aktint. /Straudb, 1942/,
lUegdllapitotia, hogy ez skiinnak két formija ismeretess globue
ldris Geglktin 6o fibrilldric Pespictin /Streub, 1943/. A G forudt
mopomerngl, az Peformdt polimémmek tekintike A miofibrillumban
ke 15-20% alctin vene EL6&L1itdse & miosin vagy aktoniozin réoze
leges eltdvolitdse utdn acetonos szdrezizoneporbsl turtdnhet
/Stravb, 1942/. A szdraszisomporbdél eldallitott aktin ¢ formdban
van jelen ¢és uds fehérjdikkel erdpon szennyezett, f0ként tropo-
niozinnnl, troponinnal és aktinimmel, A Geaktin sczennyezetisdge
codkkenthetl, ha az aktint & szdrazporbdl alacsony himérsékleten
nyerik ki. 4z aktin tisztitdca turténhet ultrecentrifugildssal
/Spudich, 1971/ ultracentrifugdlissal és gélszirdssel /Reesy-Young,
1967/« A tisztitott Geaktin monomereik polimerizdld sdoldat
/0,1 M KCL lmli MgCl,/ hatdsdre falﬁolmonzéunték Fegkctiond, és
ez a polimerizdcid a Mg' & koncentydeid figsvénye.

Az aktin dltaldnosan clfogadott molekulasulye 00000

A kivetkeszd dbrdn / Je.cz.dbra / sz aktin filamentun szere
kezeti modellje l4thatd Fbashi smerint /Ebashi, 1972/,
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Tropomyosin

10 nm

Je BGe 8bIGe

Az esktin filamentum szerkezeti modellje Bbashi nyomdn.

Az dbra az aktin nonomerekbll feldépillt Feaitin idncot do
a regulitor fehérjék elhelyeskedésdt mutatjas A tropouin molee
kula 400 £ tdvolsdgban az aktin molekuldk kizttt éppen a tropoe
nlozin rost kapesoldddsdndl taldlhatd.

A Geakiin jollemzd tulajdonsdga, hogy kititt ATPet tortale
nase Az ATP & Geaktinra stabilizdld effektust gyakorol. A
G=aktin jellegzetes tulajdonsdga, hogy sé hatdsdre polimerie
2418dni képes, ds ekkor F~ formidvd alakul dis & folyamat
egyitt jar az adenozine’’-fosufit defoszforildcidjdval.



Vizsgilatoket végeztek a muklieovtidok és fohérje kbsittd
kélestnhatdscikal kapcsolatbane Ismert tény, hogy a Geaktinban
Jelenlévd ATP-t kinnyen defossforildlhatjdk a killonbbsd ensimek,
/pl. hexokindz, apirdz/. & kisérletekbll kitint, hogy egyensuly
van a G-aktinban levd szabad és kotott ATY kuzittt. Izotdpos
vizsgdlatokat végeztek ¢s azt taldltdk, hogy a Geaktinhoz kitott
ATP kitnnyen kicserélhetl a rendszerben szabed dllapotban lévé
ATPevels Az Fepktlnhoz kUtULt ADP kicseréllidésnek hidnye arre
utal, hogy ez esetben cokkal erdsebb nukleotid-fehérje kapcsolate
rél van o828,

Amnak kimutatdca, hogy o CGeformdju aktinban a nukleotidok
kicserdliddoe megtortdnik, miz az Pegktinban ez hidnyzik, loche-
tové tette anngk tanlmdnyozdsdi, hogy & G-F-G transzformdcid
az izom kontrakcidban milyen szerepet jdatsaik,

A fehérjék nagyfoku rendezcttsdgben vennak egymds mellett
as izom pzerkezetében, Ixtrahdldsukkor egymdssal képezett
komplexeik fommdjiban vannak jelen. 1gy komplexet képez as
ektin és miozin, melyet gktomiozinnak nevezneks

Az esictomiozin a miofibwilléris Lehérjéknck To=-Gob=dt

adja. Az igommiiktdésre vonatkozd elméletek kivétel nélkiil
az izommilktdde kozéppontjdba az aktamiozint dllitjdic.
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A méd szonban, ahogy az aktomiozin résstvesz a kontrakeid
éo relaxdcid ciklusdban még nem teljesen tisstdzotts

A disszertdcidmban az aktoniozin rendszer tulnjdonsigait
abbdl a szemoztgbll szeretndm isuertetni, amely az izom kirille

ményeinek megfeleld.

Az aktomiozint az izomra vonatkozd biokémiai vizegdlatok
kezdetén ogységes fehdrjdnek tekintottdk. Kibne dltal izombdl
kivont szerkeseti fehdérje & "miozin® valdjdban aktomiozin volt.

Az aktomiozinydl, hogy komplex vegyillet oldssir Ssent-Gydrgyi
mutatta ki. /Banga, Szent-Gybrgyi, 1941/. Egyik komponensét as
aktint Streub, majd a mdeik komponensét a miozint Guba és Straub
mutattdk ki, /Straub, 1942, Guba, Straub, 1943, Szent-Gybrgyi,
1943/.

Ezutdn ndr ktnnyebb volt pdrhuzambs dlliteni az izombdl
kosvetleniil kivont Bemiozint /termdszetes akiomiozint/ és a
niozinbdl de aktinbdl létwrchozott megtersdépy

Mint icmeretes, az aktomiozint az izombdl Webere-Edsall
oldattal tiorténd extrahildssal nyerik. /Banga, Ssent-Cybrgyi,
1941, 1942/, Az oldat visakositdso igen magké. Tisatitdce as
aktomiozinnak ttbbozbri dtceapdssal térténhet. As dtesepds
ugy ttrténik, hogy az oldat ionerdssdgét 0,1 kurili drtékre
cobkkentik, majd iemét 0,5 ionordssdgire visszaoldjdk /Szente
Gyoreyi, 1945/,
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A
Mapas visskozitdsu aktomiozint nyernek abban az esetben

ig, ha tisztitott miozinbdl dés tisztitott Peaktinbdl dllitjdk
eld e mesterséges ektomiozint,

A terméozetes és mesterséges aktomiozin kiedtt ozideig alap=
vetd killonbedget nem taldltak. Elektrommilkroszképos vizsgilatol
alapjdn nem taldltak differencidt, ultracentrifugde vissgilatok
azonban azt nmutattdk, hogy az aktinon és a miozinon kiviil mds
komponensek is sserepelnek a termdészetes aktomiozin komplexben
/Guba, Vajda, Szdke, Harsdnyi, Kovdes, 1966/,

A nmesterséges aktomiozinban 3 komponenst és a texrmészetes
aktomiozsinban 5 komponenst taldltak.

Guba ép mtsai elektrommikrossziképos vizsgilatal eredménycként

Huxleyvel egyesden "fenyldg" képebdményeket irtak le. /Huxley,
1963, Guba, 1966/,

Abhhoz, hogy & késdbbiek sordn & szuperprecipiticidé mechanige
mugdt érdemben tdrgyelhasgam, itt sseretndk kitérmi a miozin
éo aktin kbzvtti kapcsolat terméssetére, valamint as aktin médoe
8ité hatdsdra is. Ha tioztitott miosin éo Pealktin oldatot Ysozee

@b 3.,3
keveynek - ionerdesdgen, akkor egy viszkésus Wt kapnale

As uf Sebduge sleat vissnenttien Linyegrom Miiaab, mint & kit
kiinduldsi komponens viszkozitdsdnak Yosszege. Bz arra utal, hogy
itt komplex képuddds 1ép fel. A fehérjék Usszekapesolddnak. Guba
vizsgilatai azt mutattdk, hogy & sékoncentrdcid emeldsével a két
fehérjo kuzbttl kités megssintethets /Guba, 1943/ visskozitdse &

miozin éo aktin viszkositdsdnak Usesegére visszaesik. Az aktos



miozin komplex ATP hatdsdra is hasonldan viselkedik. Pountosabe
ban, he o komplexhez ATPet adtak, akkor ez az aktoniozin rendszer
kisebb egyedgekre vald bontdsdhos vesetetts Bz @ folbomlds azenben
coak pillanatozeri. A disszocidcidét visskozitds csikkends jelzie

Bzt e viszkozitds csbkkendssel jdrd bomldst nevesik az
Az ATP hatdsdre bekivetkezl
vigzkozitds csbkkenés biszonyos intervallumon belill az aktine
koncentrdcidval is ardnyos.

A komplex kiaslakitdsdban jelentds szereppel birmak o
fohérjék reaktiv csoportjei. Az aktomiozin komplex létrejittde
hez swiliséges a miosin Sl csoportjdnak intaktsdga. /Bailey, Perry,
1947/+ Az aktimak o szabed N, csoportja nélkilvshetetlen a
komplex kialakitdsdhoz. A szabad i, a lizintdl szdrmasik. Ha
azonban az aktin szabed SIi cooportje vagy e miosin szabad NI,
cooportja blokkolt askkor még az aktomiozin komplex kialakul.

Az -ionmmmuapm megfigyelések szerint /Guba, 1966/
ha kilenbvzd akting miozin awdnyu aktomiozin komplexeket vissgdile
tak azt taldltdk, hogy minden esetben mis komplex Jén létre.

Ez arra enged kivetkestetni, hogy a miozin ég az aktin Usssekape
cooléddsakor az aggregilédds nds ée mds lehet, as aminytdl figgden.
Peltételesik, hogy amikor ¢ miozin az Feaktinnel tsczekapesolée
dik e dimér aktinbdl moncmer aktin lesz. Ha & rendsserben ATP

is ven, akkor ez @ folyemat azonnal bekivetkeszik ¢és kialakulnak

a2 aktin dimerck. Az ATP elbomldsa utdn az aktin monomer dlla=
pothan ven, A vizsgdlati erodményekbdl ugy tinik, hogy az aktomio-
zin kialakuldcakor nem egy egyszerili aktinenmiozin rendsszer kialae
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kuldsdrdl van azd, hanem egy specifikus elrendezdddéordl.

Az elektronmikroszhkdépos vizsgdlatok, viszkozitdo adatolk
azt mutatjdk, hogy az aktin és miozin egyesiilésekor keletkead

aktomiozin uj tulajdonsdgu enyag, melynek sajdtodgai nem additiy

Az aktomiozin komplex jellegzetes sajdtedgokat mutat egy
és kétértdkil ionok és polianionok jelenlétében. Nevezetten
k", ug®™, ca’™ ionok jelenléte, valamint ATP relativ mennyisége
e komplex disszocideidjdhoz ill. dehidratdldddsdhoz vezethot,

A kisérietek azt mutatjdk, hogy as aktin mdédositja a miozmin
tulajdonsdgait. Ugy tiinilk, hogy killtntsen a polianionok specifie
kus kitdsdt do hatdsdt befolydsolja. Az aktin molekula a miozin
molekuldnak igen specidlis részeivel kapesolddik, éo igy vdlik
2 miozin drzékenyebbé ATP-vel pzomben.

A miozin ATP-dz aktivitdedt is as aktin megvdltoztatja.
Ezt a viltozdot igazolja az a tény, hogy a miozin ATP-ds
aktivitdodt a Ca'" jolenléte fokouza, mig a Mg'' jolenléte
giatolja.

Peltételegilk, hogy az ATP ép az aktin a miozin molekula
ugyanazon helydhes kitddik. Feltehetdleg az ionok mindsdégdnek

éo mennyleégének igen nagy szerepe lehet abban, hogy 8 miozin
képes legyen aktin és ATP egyideju megkitéodre.
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Az eldzd fejezetben ruviden ismertettem az ATPeneck az
aktomiozinre gyakorolt hatdsdt. Az ATP mdsik, régéta ismert

és sokat vizsgdlt hatdse az aktomiozimra, & gzuperprecipitdeidnalk
ig é8 ezt az izomkontvakeid modelljé-

ionerdsségen, mint ismeretes az akiomiozin géle
formdban van jelen. A legtibd tanulmdnyt aktomiozin gélen végez-
téke A géllel nehezebb dolgozni, de mivel az é10 izomban sincs
oz ektomiozin oldatban, ezért vdlasztoitdk Ysszehasonlitdsi alap-
nake A miofibrillumcicban asonban a koniraktilis fehérjék szoro-
sabban helyezkednek el és sokkal rendezettebbek, mint az extra-
hdlt fehérjékbél preperdlt aktomiozinben,

Nint ismeretes, a wmiozin specifikus kolloid sajdisdggal
rendelkend fehérje. Ezen sajdtsdgit befolydsolje & kirnyezetben
16vé ionok koncentrdcidja. A fehérje szél - gél reverzibilis dta-
lakuldera képes. Bzt az dtalakuldst még specidlisabbd teszi o
ndgik strukturfehérje, az aktin jelenldte.

Az aktomiozin rendszer disszocidlt - komplex - 8261,
komplex = szél, hidratdlt - komplex @él, dehidratdlt = komplex = gél,
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disszocidlt kompleox « gfél /miozinegdl/ reversibilis dtalakuldsra
képen.

Itt szereindm ismertetni a ssuperprecipitdcid létrehozdsdnak
korilndnyeit, valamint a fisikoe kémiai vdltozdsokaet as aktoe
niozin komploxben clearing és a ssuperprecipitdcid sordn.

mALL .
Mint ismeretes, ha az alktomiozinhos megas ionerdsségen

/0,5<0,6 M KC1/ ATP-t adnak, akkor eris visskozitds csokkenés
iép fel. Bzt a jelenségel ugy magyardszzdik, hogy ag akiomiozin
digszocidl miozinya ¢o Peakiinva. /Gergely, 1959, Johngon P, és
landolt, 1950, lartonosi, Gouvea éo Gergely, 1960o/.

Hint az eldesd fejezetben mir emlitettem a miozin ds as
aktomiozin enzimaktivitdedt o jelenldévl ogy és tUbbértékil ionok
erdisen befolydsoljdk. Azonban nemesak ezen tulajdonsdgit hanem a
komplex kolloid dialakulisdt is.

lio oz ioneréooéget as aktomiosin rendsszerben az izomban
16vé kiuriliményeknek megfelelden alakitjdk ki, nevezetten a
pH = 7, az ilonerlsgsdg kbe 0,13 = 0,15 éo az oldat tartalmas
10™% 1 ug*™ 6o 10”% ca’* is, akker a fohérje gél formdban
van jelen. lia 8z aktoniosin géihes-ségho koncentrdeidban ATP~t
adtek / 10”3 I / as icmertotett vissonyok mellott akkor W



gyors turbiditds cobkkendst dszleltek, / ez hasonld jelensdg,
e g in

nint o mmges ionerdsedégnél a visskozitds cetkkends / és itt is
feltételenik, hogy az aktomiozin digszocidlt dllapotban van.

Ha az aktomiozin gél rendszerhez ‘l&nkwmtﬁcum adtak
ATPt, aldcor Bgyjasomnali turbiditds nivekeddst dssvleliek, éo a
861l Usszezsugorodott és vizet veszitett. Lz
A szineréuzis a gél térfogat cstkkendsét eredményezte. Au illeddk
térfogata kisebb volt, mZg as ATP hozzdaddsa elitt, Ha a folyamat
tehdt clearing ndélkil adwmeseny ATP koncentrdcid mellett megy végbe
akkor szinerézisrdl besszélink. / Kats, 1970 /.

Ha & rendszerhez 10™° Mendl nagyobb koncentrdcidben ATP-t
adnak a komplex suél dllapotba megy dt és valésuziniileg vagy
Feaktinra ¢és miozinra vagy kiscbb egységekre bomliik. Egt a
gé1 - pzél dtalakuldst, mint emiitettem mdr clearing fdsisnak
nevoz:ll;. A keletkesd miozin lassan bontje az ATP-t és kizben a
rendsuer gélesedik és ezen tulmenden dehidratdlddik. Ezt g jelene

lint az eldzlekben emlitettem feltdételesik, hogy a clearing
fdzighan az aktomiozin komplex miozinra és Peaktinra disszocidl.



A téna gazdag irodalma ellendre sem tisztdzott, hogy ez a

Ha az aktomiozin rendszer Mg'' indukdlta ATP-ds aktivitdsdt
kivettdk, megdllapitottdic, hogy a kezdeti fdzisban ez kisebb volt,
mint a ssuperprecipitdcids fdzisban de ebbdl kiovetkeztettek a
disszoclidcidra.

Negjegyesték, hogy az ATPediz aktivitds mértéke a ssupore
precipitdcid alatt 15x nd a clearing fdsis elsd perceihesz viszonyite
vae [Gergely, 1960/. "

"f yf V f{{ p

A clearingben 1évé aktomiozin ATP-dz sktivitdsa nagyon m
és ceaknem ugyanakkors, mint & mioziné. w fehérje konmt-
r&cﬁnﬁ} @ clearing fdsisban az ATP-dz akiivitds valamivel PR
a%\ ln;n;b fehérje komentrdoidn’a szuperprecipitdcid is
gyorsabban megy végbe. Gergely és mtsai /Gergely, 196o/ ultra-
centrifugds eredmdényokkel tdmasztje ald elképzeléseit. Alacsony
ionerdseégen clearinget hostak 1étre. Kisérleteiket alacsony hie
fokon végezték igy a clearinget megnyujtottdk. Ekkor az ULCE
felvételokrll mogdllapitottdk, hogy & clearing fizisben 1évé
aktomiozinnak csak egy peakje volt és ez kbe 70 S szedimentdcids
dllerdéju volt. Bz az érték a miczinnak felel meg. Nem taldltak
az aktinnak megfeleld 50 S szedimentdecids dllanddju peaket, folté-
tolezik, hogy azért nem, mert az aktin koncentrdeidja igen

alacsony veolt és ilyen kirilmények kizttt az Peaktin nem képes



ldthaté hatdrvonalat képeznie

Szdmos kutatd végzett vizsgilatokat az aktin és miozin

Killonbbzl Pe-akting miozin avdnyok mellett vizsgdltdk az
ATP=dz aktivitdst a clearing fdzisban és e szuperprecipitdeid
fdzisdban. Allanddan ntvelték az F-aktin mennyiségét és ez a
ndvelés az inicidlis ATP-dz aktivitds értékét befolydsolta, st
a szuperprecipitdcié idején is megnivekedett ATP-dz aktivitds
értéket észleltek, Ez az aktivitds emelkedds ardnyos volt az
aktin mennylségének niveldésével. Volt egy optimdlis Peaktins
miozin ardny, mely a legmagasabb ATP-dz aktivitdst eredményezte
éo ez az optimdlis sszuperprecipitdicids ardnynak is megfelelt
/Spicer, 1951/, Spicer az optimdlis aktin « miozin ardnyt
1ls34-nek taldlta. Elképzelése szerint az aktinemiozin kapesolddds
erdp kitéosel torténik ds a sztichiometrilkus ponton sem szabad
aktin, sem szabad miozin ninceg e rendszerben. Ha a sztichicmetrie
kus ardnyndl tébb aktin vagy miozin van aum/’mm: kapcsolat
Jjon létre kiztttik. Bz a disszocidbilis aktomiozin képzéshes
vezet,

Pelfogdadnak sematilkus dbrdzoldsas

A+HR

Ml«o»ﬂn
M A = $ i B /iuakaua/

Al /nagyon exds kutés/

Al /laza kvtés /




Lehetodgesnek tartja, hogy a clearing fizis alatt kis akto-
miozin alegyodgek vannak jelen éo ezek hdldézatot képeznek a
clearing fdzis végén /Spicer, 1952/,

Bisenberg éc mtsal /Eisenberg, 1967/ a miozin és aktin
koztttl kapcsolat tisztdzdedra a MM s aktin kaposolatdnak vizge
gilatdt vdlasztottdk. Eisenberg és misai a clearing fdazisbdl a
szuperprecipitdcidba vald diuenet sordn a miozin és aktin kbzbtii
hdlézat kialekuldsnak fontossdgdt hangsulyozza, mely az aktow
miozin oldat viszkozitds emellreddsét eredményezie. Ha o kisérletek
gordn coek HMI és aktin kapesolatdt vizsgdlta, ahol a hdldzat kine
lakuldsa nem johet létre mivel a HMM molekuldk monomérként vannak
Jelen,akkor viszkozitds W nem dozlelt. A miozin és HMM
ATPedg aktivitdedt az aktin stimuldita, m bizonyitja, hogy az
aktin a fehérjéknolk két azonos helydhez kitddik. A szerzdk arre
kivetkeztettek, hogy alacsony ionerdasségen az aktomiozin rendszer
clearing fdzisbdl a szuperprocipitdcidba vald dtmenote nem az
aktin és miozin kizbtti kitések szdndtél, hanem & hildzat kiép-
z6dés hatdsossdgdtsl Ligg.

Az eredmények nagy szdma bizonyitja, hogy az aktaniozin
&6l dissaociéciéja nem m:lndm - Vagy aemi jelensaég és w&nﬁzba—
16 =gy enzimtikua 63 :t’iziko-kémiai jalm&w&l /¥atz, 1970/,
Katz fényszdrddds mérdssel kiveile a szuperpreciplideid folyae
matdt /Katz, 1964/ és aszt tapasztalta, hogy mérsékelten _megas
ionerSsségnél as aktomiozin Mg'' aktivdlta ATP-iz aktivitds
értéke a clearing fdzic folyamdn nagesabb volt, mint csak niozin
jelenlétében észlolt aktivitds,



Bz a tény arra utal, hogy a szuperprecipitdeidval egylittjérd.
erds fizikoekdmial vdltozdst megeldzi a miozin ensimatikus aictie
vitdednak aktivdldddsa.

Hasonléan Perry /Perry, 1966/, Eisenberg és Moos /Eisenberg
éo Moos, 1967/ ast taldltdk, hogy o 1Ml Mg'’ indukdlta ATP-dz
aktivitdsdt ellbb ,aktiv&lja az aktin, mieldtt a ssuperprecipitdeid
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bektvetkozne, nelyre a viszkositds ds fényssdérdédds nivekedds
adatal utalnake.

Kigsérloteket végentek az Af

kizttti kapesolatrae vonatkozdan.

llegallapitottdk, hogy & gyors AZP hidrolizis szoroes kapcsoe
latban van a szuperprecipitdcidval, A hidrolizis a szuperprocie
pitdcid sordn ktvetkezik be ds nem jellomzl a teljesen szupere
precipitdlt aktomiozinre fa szuperprecipitdcid utdn nines hidroe-
lizis/, /Xatz, 1971/,

Gordon /Gordon Adle 1966/ és Endo /Ende, 1964/ megdllapitottdk,
hogy a szuperprecipitdcié utdn az ATP hidrolizis mértéke csuidwen,
wa‘mﬂk tulajdonithatd, hogy a kontrahdlt géibe az ALP
diffuzidja rosaze

Levy és Pleisher /Levy, 1965/ a szuperprecipitdcid utdn az
ektomiozin hidrolitikus helyének jellegzetes vdltozdsdt nem
észlelto.



kolloiddlis vdltozdse éo lonviszonyai igen hasonldak, elkdpzelés
szilletett, amely a glearing fdzigt a rolaxilt dllapottal, a

A fenti megdllapitds miatt rUviden & kontrahdlt és relaxdlt dllae
potban 1évé kolloiddlis és ilonviszonyokat ismertetném.

Nyugalmi dllapotu izomban kimutattdk, hogy a miozin X', 111,
ug't - miozin komplexként van jelen & primér fonalakban és hozzd
ATP kotddik egydrtdkii kationok jelenlétében. A pH és az ionerdsség
hatdsdre a miozin az oldédds hatdrdn van. Erdsen hidratdlt, duzzadt
gélozerkezetiis

Bizonyitott, hogy & miozin az oldédds hatdrdn van a relaxilt
izomban, mert & miofibrillumokhél kinnyen kioldhatd megfeleld
ionerdesépi sdewoidntial, és vwripkikus emészthetdsdgének sines
akaddlys /Biré, Bdlint, Grdf, 1965/. Elképzelhetl lemne, hogy
oz ATP szint fiffenlkodése a miosin ogyrésaének oldéddsit evede
ményezné a clearing analdgidjdra. Bzen fdzisban térténik meg a
miozin molekuldk egyrdezének specifikus elrendozddése is.

Az aktiv dllapot lényege tehdt uj makromolekuldris rendsser
kialakuldsca.



A relaxdlt izomban & 85 « 95% vistartalmu miozin - gél szerke-
zete olyan, hogy a rendelkezdsre 4116 teret teljesen kittlti. Az
aktin a fenti viszonyok mellett fonalas. Az aktivdlds sordn a
hidratdlt gélben rendezett fehérje komplex alakul ki, mely adott
sémillidben, bizonyos ATF koncentrdcid mellett dtmegy & stabilis
dehidratdlt dllapotba. A rendezett fehérje komplex kialakuldsdt
Guba ugy képezeli el / Guba, 1966 /, hogy a ssekunder fonalak
P-gktinjai az oldott miogin molekuldk irdnyitott asssocideidjds
és aktomiozin komplex képuldépét eredményezik. A kontrakcidt bee
vesetd fdzisban Peaktomiozin « ADP —e G- aktomiozin ~ ATP
dtalakuldet is elképzelhetdnek tart. Bzt az elkdépzeldst Tsao
/Psao, 1953/ fluoresstencia depolarisdcids és Rowe ultracentrie
fugds eredményei is igazoljdk. A kontrakeidét foszfdt felszabadu-
1ds kisdri. Az egyik reakcidé @& hidrolitikus bontds a mdsik a
G = aktin « ATP e—e ' = gktin « ADP dtalakulds.

Peltételozik, hogy a kontyekeid ez utdbbi fiiggvénye. A
kontrakeié bektvetkezése utdn @ Ca'’ eltimnek @ rerdsszerbdl as
ATP koncentrdeid valdsziniileg @ kreatinfoszfiton keressztiil a
relaxdlt isom szintjére emelkedik. A miozin feltiltddik ATP-vel
és hidratdlddik. Az izom ujra relaxdlt dllapotba kerill.



IIs 4o A _gleayinget, o spuperprocipitdcidt s gz ATPwdn

Jelen réazben szeretnéum tsszefoglalni aszokat a faktorokat,
uelyek az alacBony lonerdsségen 1évé aktomiozin komplex tulaje
donsdgait befolydsoljdks

Réviden ismertetnéns

a+/ A szubsztrdt specifitdot
be/ A kétértékil ionok hatdsdt.
ceo/ A relaxdld dgensol hatdodt.

A killonbizd fosufdt vegylileteknek az aktomiozin clearing)ére
gyakorolt hatdedt 0,15 M KC1 és 1 mi !scla Jjelenlétében vizggdltdk.
Mogdllapitottdk, hogy az ITP, CTP, UTP, és GTP kizvetleniil gzupere
precipitdciét idézett eld,mig az ADP, ANP, IDP, INP, PP, anorganikug
trifoszfdt nem okoztak vdltozdot. A killonbizd {rifoszafitok alkalrge
sdisa ast mutatta, hogy a lg najd a CTP, lege
kevésbé a GIP volt bhatdsos. /llaruayema és Gergely, 1962/.

Hasvey ¥ do mtsaei szeriut Jilaxvey M, Levy, 1965/ a & ITP is
okoz szuperpreci;itdcidét, de lassabban és kb. lox nagyobb koncentrd-
cidban kell alialmazni az ATP-hoz viszonyitva. Bzt as okozza, hogy
az I17P gyengébben kitddik a miozin katalitikus résuzéhes.



A fentiekdll kitinik, hogy a szuperprecipitdld aktomiozin
rendszer létrehozdsdhoz leghatdcosabb az AZP hasondlata, Az ATP
koncentrdcidja jelentlsen befolydsolja az alacsony ionerdssézen

Z2—
16v0 aktomiozin rendszert,

!hwarpkmmuécwmg/ lomit /, akkoraw
mepfisyelhetd és pyujtots, ha W az ATP koncemirdcidt
/ 0,1 nil/ akkor azomali szuperprecipitdsid van. Maruyama és ntsai
/uaruyama, Gergely, 1962/ megdllapitottdk, hogy he magas kezdeti
AT? koncentxdcid, akkor 2 azupwpmeim idején a pzerben
megaaradé ATP koncentrdeid is-umagas. I cz aktoniozin rendszer
8z ATP-t dllonddan hidrolizdlja ezért a koncentrdcid fiiggée tanule
minyozdsdhoz szilisés volt egy ATPet regenerdld rendsserre. Hegfigyele
ték, hogy ha ATP«t termeld rendszer jolen van, akkor van clearing
és e folyamat nyujtottabb, mint ATP ujra temmelés ndlkill.Bz adta
ez inditékot, hogy megfigyeljdék az ADP-nek §s P, @ ssuperprecipitdeilra
Lyakorolt hotdsdt.
o/

lia 2 clearingbe 1év( aktomiosinhoz ADP=t és P -t adiak azonnali
pzuperprecipiticidt idéuett oll., Bzt aldtdrasatotta az a megfigyelds
is, hogy ha a rendszerben kezdetben tULL ATP volt jelen, akkor az
ATP hidroliszic tormékei ellsegitették a szuperprecipitdcidt,

A fontiekbll megdllapitotidl, hogy az ATP koncentrdcid a
clearing fdzist befolydsolja, mis o rendszerben nagy memnyiségben
felhalmozédd ADP jelenléte a szuperprecipitdcid neginduldsit
segliti eld,



Annak ellendére, hogy az irodalommak nagy réoze foglallozik
a kétértékil ionok hatdsdval, a ssuperprecipitdcidvel kepcsolatban
egyérielnll vdlasut a kisdrletek még sem adtak. Megfigyelték, hogy
aim'™, e, co'’, "' a ssuperprecipitdcié gyowsitdsiven nem

veganek réozt.

Tonok egy misik csoportje neveszetten a ca**, zn**, pe*’, cu'
ugy fejtik ki hatdcukat, hogy a cleoring fdszist megnyujtjidk, igy
gitolidk a swuperprecipiticid 1lédtrejittét.

Negjecyestdk, hogy Ma'', W'Y, c**, ma jelen van a vendsserben
éo ngvanakkor Ng'' domok is vannak, akkor ez utdbbi bnok clearinge
beli batdsdt legySzik és asonnali shuperprecipitdeidt hopnalk 16tre.

Kisérietel sora foglalkosott a Mg = sserepével,

Polmerillt az o kérdds, hogy a clearing fdzis lg' W ion solle
séglete vajon specifikug-e? flaruyama, 1962/

Yegdllapitottdk, hogy a killinbield kétdrtdékil lonok kiszil a
He** birt azon hetdssal / 1072 N /, hogy jelemlétével késieltette a
clearing fdzisban @ magas ATP-dz aktivitdes bekbveticezdodét,
——

Leavy mtoai / Leavy, 1966 / szerint a Mg'W koncentrdcid bee
folyénolja a szu cipitéciét. sz41tal, hogy nz ATP hidrolisis
méztéudt olisegiti. Wiwtdn a Mo & hidrolitikus helyhes szorosabe
van ktéinek, az ATP hidroliziséhes uneyanie ssilkeéges Mg'W jelone
1éte i, Ha kicsi a Mg'' don koncentrdoid akior ceak @ hidrolitie
kus helyhez tud kitédni, és & nem hidrolitikus helyhez mdr nem.
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EbbOl a megdllapitdsbdl is kivetkeztettek - a mir emlitett - @
miozin két funkciondlis és tdrbelileg specializdlt helyére.

Katz sserint / Katz, 1970 / azok a faktorok, melyek a miozin
ATPeds aktivitdsdt gdteljdk a clearing fizist is elnyujtjdk.
Sgerinte az optimdlis lig-ion koncentrdeid o,0l mli /Watanabe, 1965/
és az ATP-dz aktivitds gdtol o,1 mM koncentrdcid jelenlétében.

Ujabb vizsgdlatok is ezen tényt tdmasztjdk ald. Tetsuo Purukawa
szerint, / Tetsuo Purukawa, 1972 /, ha a Mg’  koncentrdcidjdt
10™° Hendl alaceonyabbra cstickentették, akkor azonnali turbiditds
nivekedést lehetett ldtni, tehdt azonnali nupérmcipitdcu volt.
Pdrhuzamogan vizsgdltdk az ATP-dz aktivitds vdltozdedt is és megdllae-
pitottdk, hogy amikor a Mg'' koncentrdcid magas volt akkor as
ATP-dz sktivitds igen alacsony volt, és alacsony Mg'' jelenlétében

.

magas ATP-dz aktivitdst mértek.

——

A fiziologusok mdr igen régen foglalkoztak a Ca' szerepével
az é10 izombane

Heilbrunn kimutatta, / Heilbrumn, 1947/, hogy a ca*t az egyetlen
fizioldgids eredetili anyag,amelyet a sejt belsejébe juttatva kontrake
ciét hoz létre.

Shanes megdllapitotta, / Shanes, 1958/, hogy az izomkontrakeid

kezdetén a Ca' ' a beindité anyag.

Lowey szerint is / Lowey, 1967 / a kontrakcidt és az ATP
hidrolizist a Ca’" jelenléte nagymértékben befolydsolja.




Eoashi vizsgdlta o Ca'' hatdodt az aktomiosin rendsuer pzue
perprecipitdciéjdra / Lbashi, 1961 /. Hegdllapitotta, hogy &
ca*’ pilianainyi felscabadulisa fontos az aktomiozin szuperprecie
pitdeidjdnos. A Ca'’ batdedt killonbbzé koncentrdcidindl vizegdlta.
MegAllapitotta, hogy e Ca®* koncentrdcisjs 1070

szinerdzis meggyorsult. Ha cotkkentette a Ca'' koncenirdeidt a

M volt, akkor a

rondszerben akkor olyan prepardtumct nyert, smely ATP hatdsdre
nehezebben szuperprecipitdlte Ha o Ca'’ EDPA-val lekitétte, alkor
ATP hatdsdye 8z igy kezelt anyag nem huzddolt Lsaze.

He & Ca** koncentrdeid 1070 & 5.20™7 W kosstt volt, aldcor
az akvomiozin Vaszchnuzdédd képessdége vissaadlilt.

Weberdk /Weber, 1963/ megdllapitottdl, hogy e Ca'' eltdvow
litdoa a fohérjébél nagyfoku suubszirdt gdtldot idéz old. Pelide
telesik, hogy amikor a Ca'' kutsdnek a fehérjéhes, nédositjdk a mir
emlitett lg=-ATP komplex hatdsdt. Ugyanis nagymemnyiségil Hg=-AfP
komplex jelenléte gdtolja a kontrakeidt még optimdlis Ca’" koncente
rdcid jelemdlétében ise A Ca'’ médositjdk a Mg-ATP komplex és a tere
mészetes aktomiozin kizotti kolesitnhatdst. ¢x'' jelenléte néikiil,
mwATPkmMouWP-Pmmmeam

ceo/ A zelaggdld dnousci hatdoa,

Ebashi wolt az elsd /EBbashi, 1961/ aki megdllapitotta, hogy
néhdny keldtképud anyag relaxicids aktivitdsa jOl definidlt
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teszefliggdsben van a Ca ki$td képessdggel. Feltételezte, hogy az
EDTA, BGTA ds mds keldtképzl anyagok relaxdcidra gyakorolt hatdsa
azon alapssik, hogy a kontraktilis fehérjébsl Ca'' -kat tdvoli-

rana’s el.

Alacoony ionerdssdgen 16vé aktomiozin komplex, ha tartalmazott
—~——

ilyen keldtképzd enyagokat késdbb szuperprecipitdlt, mintha nem

tartalmezta az BUTA vagy LGTA-t. A ssuperprecipitdciét azonban

minden esetben clearing eldzte meg.

A keldtképzd anyagok, tehdi csak a szuperprecipitdcidt gdtoljdk.



II. 1.

A szuperprecipitdcid létrehozdsdhoz egyrdszt texmépzetes
aktomiozint / Bemiozint / mdsréest, Pinck szerint olddllitott
miozinbdl és Feuer és Spudich szerint kivont gktinbdl u
Usszedllitott gitomiozint haszndltunk.

A felsorolt strukturfehérjéket nyul izombll nyertilk. Az akto-
miozint Szent-Gybrgyi mddszerdvel, a kivetkezdképpen prepardliuk,
Dekapitdltuk az dllatot, majd igen gyorsan megnyustuke. Majd jegesevis
kzttt hiitbttilk 20 percig az izmot. Ezutdn lefejtettilk a hdtimmdt
és a psodst, valamint a hdted comb izomzatit. MHegtisstitottuk a
kitbszbvettdl éo a zeirtéls Bzutdn eldre hiitétt dardlén dardltuk
az izmot, Majd megmértilk a sulydt do a sulydra szdmitott 3 vol
W=t / Weber-Bisal / oldattal végesztilkk as extrahdldst 20 percigs
Kozben a hémérséklet 3-4 °C volt. A kivondst kevertetéssel segie
tettilk eld, Ezutdn 24”—13 41lui hagyiuk az anyagot, hidegen as
extrahdldo eldgegitéce miatt, Mdsnap higitottuk ujabb 3 vol WeE
oldattal ds centyrifugdltuk az aktomiozin oldatot. A centrifugdlds
utdn az Uleddket eldobtuk /ezdrazport kdészltettiink beldle, ldsd
kéadbb a réssletes leirdet/ és a felillusudé iomerdssépét cstkkentettilk
hideg dosztilldlt viz hozzdaddsdval, melyet dllandd keverés mellett
végoztiink,

Kbe o tf.desztilldlt viz hoszdaddsa utdn a felllluszébdl finom pelyhes
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coapadék vdlt ki, Bzt hagytuk illepedni, majd centrifugdldssal gyllje
tottlk Usoze as Uleddket. A centrifugilds utdn as (leddket 2«3 x0,025
M KClegl mostuk az ionerdsedg emeldése miatt. Majd minden mosdst
centrifugilds kivetett. A mosdgok utdn az Ulleddket KCleban oldottul,
ugy hogy a végkoncentrdeid 0,5 u legyene A nem oldddott rdezekot ‘
tiveggyapoton vald sziiréssel tdvolitottuk el a rendszerbll. Az akto=
miozin oldat ionerdesdégét iamét cotkkentettilt desztilldlt vis seglite
pégdvel, kicsaptuk az sktomiozint és ismét mostuk és visszaoldottul,
Lzt e niveletet Ldbbezir megisuételtilk. Célja az aktomiozin tisztie
tds volt, Amikor nem hassndltuk fel az aktomiozint teljesen @ preo=
pardlds utdn, akkor 50%=o0s glicerinben - 15°Ceon tdroltuk az anyagot.

A miopint Pinck ssewint 4llitottuk elé a kvetkezdképpen:
Szintén nyulizombél indultunk ki, Az izom ollkészitése asz aktow
miozinndl ismertetett mddon tirtdnt. A megtisztitott izmot 5 mmees
dardién ledardliuk, A kivondst 3 vol jéghideg kivond oldattal végene
tile, / az oldat pontos Ysszetdtelét lded kdsbbb/. Az ionerdssdg
0,57 és a pH 6,5 volt, Az oxtrahdldst 20 porcipg végestilk, Majd
1 vol hideg dessztilldlt visszel higitottuk az oldatot és sslirtillk
@gézen, A sziirds utdn as eredeti wvol 12y -re higitottuk az oldatot
enyhe keverdés mellett jéghideg desztillilt vizsel, Fkkor az oldatbdl
fehdér csapadék formdjdban kivdlt a miosmin, Hagytuk a rendszert ille-
pedni 2«3 drdt, majd az leddket centrifugildssal Usszegyiljtuttilc,
Oldottuk a szediment ujraclddban /részletec Usezetételét ldsd a
"haszndlt oldatok® cimezé alatt. Ionerdssége 1,15 volt ée a pH 6,5/
az llledéket. Bzutdn az aktomiozin mentesitde kivetkezett., Az oldat
ionordpségét cotlkentettilc o,3-ra. Ekkor az oldatbél kiceapddik
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az aktomiozin. Pdr déxds 4llds utdn az lUledéket centyrifugildssal
eltdvolitottuk majd az oldat lonerdsedgdét cstkkentettik o,0fere,

o miozin kicsepds miatt, Tobb érdt lepitettilk, majd centrifugdldscal
teszegylj tittik as lledéket, a mir emlitett sszediment wjracldéban
visszaoldottuk., Az aktomioszin mentesitéstll a miiveletet tGbbszbr
mogismételtils @ miozin tisztitdsa végett.

A szdragport Peuexr szerint dllitottuk 01l, Az izmot elle
kéozitettilk a kivondshoz, vagy az aktomiozint vontuk ki, vagy a
miozint, & célunk az iiledék kinyerdsce volte. Centrifugiltuk az izome
pzuszpenzidt o az Uleddéket haszndltuk fel., Az illeddket mostuk
3«4 vol hideg desztilldlt vizzel az olddszer eltdvolitdsa miatt.
Bzutdn as lleddk sulydt megmértik ds a sulydra ssdnitott 5 vol
0, 04008 NBKOOB oldatot tettiink. 30 percig kevertettilk o rendssert
szobahifokon, ennek a Haﬂcos kezeldsnek a célja as iiledék fellazitdsca
volte. Hajd centrifugdlituk a keverdéket dés a centrifugdlis utdn nére
tilk az ileddk sulydt. A sulydra szdnitott lo tf. hideg desztilldlt
vizzel mostuk ki a rendszerbil a mcoz. A kimosdst pH papirrel
ellendriztiik, Fzutdn centrifugilituk az anyagot. lsndét megmértiik
a sulyit és a sulydra szdmitott 3 vol acetonnal kivontuk az liledéke
bél & vizete. A kivondst lo percig végesztiik.

Az Uleddkril az acetont saziiréssel tdvolitottuk el. Majd 1 vol
acetonnal megismételtilt a vizelvondst, Ezutdn szobahdfokon szdrie
tottuk a kapott lledéket. A sedritds utdn az izomport 0°Ceon td=-
roltuk.

A szdrazporbdll a Gegktint kivetkezdképpen vontuk kis



- 43 -

Nognmértik az izompor sulydt, majd a sulydra szdmitott 15 vol.
hideg desstilldlt vizet tntittink »rd. Kivonds alatt is hiitvttik a
vendszert. A depstilldlt viz helyett kivoné oldatnak lehet hagse
ndlnd eszkorbinsavas ATP-t is / pll 7,4 = 7,5 /, mely eldnye, hogy
a szdvagpor az aktint nemcsak Geformdban hanem osetleg P-formdban is
tortalmazza, akkor a desztilldlt vizeel nem tudjuk extrahdini az
Pagletint, Az aszkorbinsavas « ATP gogitedégével azonban az Feaktint
depolimerizdljuk Geaktinnd és igy a ssdrazporbdl kimnyen kivonhatd.
Az extrahdlist lo percig végesztilk. Bzutdn vizlégazivattyu segitedgde
vel elvdlasztottuk a felilluszdt az Uledéktll. Az Uledéket eldobtuk
és a felilluszdé tarteluwaszia a Geaktint. Bzutin a Geaktin térfogatdt
mogmértik dés a térfogatdnak 1/1o adtuk hozzd polimerizdlé sdbdl.

/A polimerizdld sd oldat Usezetételét ldsd "a haszndlt olddoserck" c.
alatt/. A polimerizdldst swobalibfokon végeztilkk 30 percig. Lkkor az
alacgony viszkozitdsu Geaktinbdél nmagas viszkozitdou Peaktint nyore
tlnks A kivonds sordn asonban & Geaktint igen sok kisdrd anyaggal
lchet csak extrabdini, Bzért elkerilhetetlen a Geaktin illeive

az Peaktin tesuiitdsa.

A tisztitdst kétfélekdéppen végentilks

1,/ A polimerizdlds sordn nyert Peaktint ulitracentrifugdltuk
loo 000 gevel, 1 drit. Majd a centrifugdlds utdn az Uledéket, mely
igen nehezen oldddilk fokozatosan 2«3 csepp aszkorbinsavas = ATP
segitadgdivel / pHl = 8 / pzusspenddltuk. A srusscpenddlt Peaktint
dializdltuk eszkorbinsavan-ATPevel kb, lox térfogatital szemben tGbbe
pzbri cserdvel, hidegszobdban. A dializdlds sordn az Peaktin



depolimerizdlédott. A kapott Geaktint esutdn ismét polimerisdltuk,

majd ultracentrifugildssal tigztitottuk iamdét. A centrifugdlds
soxdn a szennyezd fohérjdék a felilluszdban maradnak.

2./ Spudich sserinti tissztitds.

Ag acetonos izompor sulydre ssdmitott 20 vol “"A" puffervel
végeztilke / 2 mll Tris-HCl 0,2 mi ATP 0,5 mil merkaptoetanol 0,02 mil
CaCl, pil 8 / a kivondst szobahdfokon 30 percig. lajd durva ssirdin
polirtils o szusspensidt. A llleddkot mostulk lo vol "A® pufferrel, majd
a két felilluszdét egyepitettilt, Bzt egy Ords centrifugdlds kivette
10 000 gevel. A centrifugdlds utdn polimericdltuk a Geaktint. A
polimerizdldst 2 érdn 4t végoeztilk szobahdfolkon. lajd esutdn a KCL
koncentrdeidjdt 0,6 M végkoncentrdcidre dllitottuk be do kevore
tettilk a rendszsert 1°7 ig igen exdlyesen. Buoutdn centrifugdliuk
3 érdt 8o 000 gevel. A centrifugilds utdn as lileddket ssuszpone
ddltuk kis mennyiségil "A® pufferral ds exdlyes keverds mellett tubbe
ogiri coerdvel dialisdltuk. A dializip utdn a Geaktint centrifue
gdltuls 80 000 gevel 3 Ordn 4%, majd ozt a polimerizdlds kivette.

A tipztitdei folyamantot még kétszer megismételtilk, ém az igy
nyert Peaktint hasendltuk kisérleteinkhez. A tisztitott fehdrje
komponenseket minden esetben ellendrisztilk, hogy aktiv fohdérjdk-o?

A piouin tisctasdgdt as ATR 3ép mérdosel kuvettilk,
A kivetkezlléppen: a magne ionerdsedgen 1évd 1 nmg/ml miosin oldatbdél

2,5 nlet médogitott Oowalde£éle visshkoziméterbe tettil:, termosetdle

fult kb. 5=10 percig 0°Ceon, majd 107> I végkoncentrdeidban ATP=t
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adtunk a rendszerhesz. A miozin visgkozitdsa amennyiben nem tartale
mezott ektomiosint ATP hatdsdira nem vdltouoit.

A terméuzetes és mestersdges gktomioginuak is megnéztilk az
ATP érzékenységét. A miozinndl ismertetett kuriilmények kvzott
vizsgdliuk a visskozitds vdltosdst. Mint ismoretes az aktomiozinnak
magas ionerdsségen a viszkoziitdsa magas majéd ATP hatdsdra cstkken,
addig amig ATP van & rendszerben, majd az ATP elbontdsa utdn a
viszkozitds megkiizeliti az oredeti értéket. Az ereduényeket speci-
fikus viszkositdsban adtuk megs A specifikus viszkozitds értékeit
dbrdzoltuk az idd fiiggvénydében, mint ezt as 1, ss, dbra szemlilteti.

09

08

[ 5 10 15 20 25 30 id5 (perc)

1e82. dbxa.

Az dbra o magns ionerdsségl mesterséges aktoaiozin viszkozitds
girbéjét szemlélteti. A fehérje koncentrdeid 1 mg/ml volts A hifok
25°C. A haszndlt ATP végkoncentrdcisja 1o™> N,
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A Ge-gktint az emlitett mdédon nyertilk szdrezporbél. Bzutdn
a konecentrdcidjdt 1 mg/mlere dllitottuk be, majd viszkozindterben
25%C~on az lemert polimerizdlé sé segitségével Feaktimnd alakitottuk.
Lbben az esetben is a specifikus viszkozitds értékeit - dbrdzoltuk az
146 figgvinydben, mint ezt a 2.8z, dba mutatja.

’7!A

} ’ 6 i I'O ) I'l ) I'G ) 2'2 ) 2'6 ) J'o id6 (perc)
20 8%, dbra.

Az dbra a Geaktin polimerizildsdit szemlélteti. A fohérje
koncentrdcid 1 mg/ml volt. A polimerizdld sé a térfosat 1/lo
A polimerisdlé s6 tartalnasott o,1 N KC1, 107 I MgCl,=t vége
koncentrdcidéban.
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A niozinmak, a mestersdges ds terméozetes aktomiozinnek minden

esetben megnéztilk az ATP-dz sktivitdadt is alacsony ionerdsség
melletts / Mommaerts, Green, 1954/,

Az alacsony iomerdssdég bistesitdsdra a fehérjéket o,0l M pHe7 KCle
al szemben dializdltuk, tUbboziri ceevdvel és kbe lox térisgattal.
Az enzim ATP bontd-kdépessigdét 2 mil Ca ion jelenlétdben vissgdliuk,
5 mil ATP mellett, Az enzim hagitdst 7 percig végestik, majd o
folyamatot 10 dmos hideg TCA-nak azonos térfogatdval ledllitottul,
A feliilusz6bil FiskeeSubbarow szerint foszlor meghatirozist viges-
tink,

Kivitelezés: as ensim reakcidt miutdn TCA-val ledllitotiuk
a denaturdlt febérjét sulivdsael tdvolitottuk el a rendszerbil.
A szlirletbdl 1 mlet kivettiink, majd 2,8 ml desztilldlt viget
tettlink hozade Ezutdn 1 ml 2,50=0s kénsavas ammoniwmeuolibddtot
adtunk hoszde A keveréket inkubdliuk 37 %Cecn 5 percig, majd
0,2 wl redukdld szert adtunk hezzd / eikovnogén /e 5 percig isudt
inkubdltuk 37 %Ceon. Nejd a folszebadult anorganikus foszfort mére
ik Spektrvomom 202 GBo nmendél,

A felszabadult auorganikus P, menayiséghél a Mg'’ és ca™
aktivdlta ATPedz specifikus aksivitdsd drtékelt szdmitotiuk. A
specifikug ATPwdz aktivitdeok dritékel egyeziséget mutattak az
ivodaini adatokkale

Ezutdn o tisztitott és eliendrsitt Lohérje-kouponenseket
aldizdsoitotsll: o ssuperprecipltdeidhon. Az akivdozin rendsvery



Jteambsnotes, mestovsdges’ 0,1) tris pufforrel szenben digliziltul
@z in vivo denmillidnek megfelelld kintiludnyel mztoaitziném Az
aiplisdlé oldat tartalmosott 5.307° B tris puffort, 8,10°° u Kel,
5:20"% u B, 20™ U mertmptootanolt do 44207 131, 207 M HECY ets
Beon dialisdld oldatot nagy feleslegbon do tUbbsuiri coordvel Lpote
ndltukse / kbe 20 térfogat 3e4 x csore és 2+3 “Cea/s

A 3.08, dbwdn 14thatd, hogy @ dializis sordn 8t anysg

Jeiatie duaa.

Az dbea az alaceony ionordeodgen 2dvd / I = 0,13 / aktonionin
képét mutatja. Pohérje koncontyrdcid 4 mg/ml volte Aa dhm 361
seenldlteti @ procipitdlt anyagot.
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A dinlizdlt és kicsapddott aktomiozinboz 10 -~ M véghkoncentw

rdcidban ATP-t adtunk és ekkor a fehdérje feloldddott,

A 4. sz. Gbrdn J61 14thaté a precipitdlt anyag feltisstuldsa,

4e Bze dbya.

Az dbre az AT? hatdedre feltisstult aktomiozin képét mutatia.
A fehérje koncentwdeid 4 mg/ml és az ATP végkoncentrdcidja 10°°
volt. Ezen kitrillmények kizitt clearing fdzicwrdél beszéliink.

Ezt a feltisstuldssal jdré folyamatot neveszsilk a glepwing fézisnak.
Egy bizonyos 146 utdn, mely iddt a jelenlévd ionok, valamint a hie
néraséklet erdsen befolydsolja az oldat savarosodni kezd, ellsszir kis
pelyhelk jelennek meg, melyet az 5. ss. dbra demonstrdl.



HeBBe dbrae
Az dbra az oldat zavaropoddsdnak kesdetét szemlélteti.
A zevarosoddst a kis pelyhek megjelenése okouzgfe

lajd ezek a peolyhek aggregitumokat képemmek. Egt demongtrdlja
a Genzs dbrae.

G.32¢ dbra.

Az dbra gy aggregatum képaédéet szemlélteti
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Ezutdn ag aktomiozin kicsapddik, mejd vizet veszit ds
zougorodik. A kivetkesd dbrdk jé1 mutatjdk a vizevesztés folyamntit.
Bzt a vizevesztéssel ds Usszezsugoroddssal jdrd jelenséget nevesailk

Te 88, dbrae

Az dbra a kicsapddott aktomiozint mutatja, itt mdr jé1
14thatdé a fehérje vizevesztdoe is.
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8¢ B fibm.
Az dbre @ tovdbbi vizevesztdst mutatja, mely mdr a fehérje

gougoroddedt vonja magas utdn.

D« BEe abrae
Az dbra ssugorodott aktomiozin képét mutatja.
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10, 82+ abra.

Az dbra a ssuperprecipitdlt aktomiozin kdépdt mutatja.

Mint az dbrdkbdl is kitinik, ez a kicsapddds, mely a lo. 82,
dbrdn lithaté erdpen killunbbsik a kiinduldskor észlelt kicsapde-
ddstél.

Rioviden szeretném ismertetni a sajdt kisérleteink sordn hagge
ndlt ion koncentrdcidkat, valamint a hiémérsdkletet és a fehdrje
koncentrdcidé meghatdrozdot.

A dialigis sordn kicsapddott fehérje koncentrdcidjit az dltae
lunk médogitott biurett mddsserrel hatdroztuk meg. A tris puffer
jelenléte zavarta a fehdérje koncentrdcid meghatirozdedt. Ezért
ugy kdozitettilk a kalibrdcids gizbét, hogy minden esetben 0,5 ml



tric-el gzemben dializdlt fehérje oldatot mértiink be éo a kontrollba

is bemértink a tris-dializdlé oldatbdl 0,5 mlet éo a reagenseket.
Igy kikilsztboltik a tris zaverd hatdsdt.

Hint as irvodalombdl ismeretes, a himérséklet erdsen befolydoole
Jja a ssuperprecipitdcid bekivetkozdsének idejét. Igy célessexii volt
killinbted himérodkleteken dolgosni. Amikor a ssuperprecipitdcid
egéor folyamatdt kuvettile aldkor 17 ill. 26 %Ceon dolgostunk. Amikor
& ssuperprecipitddun nyerése volt a célunk aitkor 37°C-on végestiini
kisérleteinket., "

Ismerotes, hogyfaa enzimreskciét erdsen befolydsoljas, hogy
a2 enzim o pzubsztrdttal milycn mértékben érintkezilk, igy lénye-
gen volt, hogy a azﬁparpmciyitélé rondszert folyamotosan kevere
tegsills, Pzt motorikus illetve migneses keverdvel oldotiuvk neg.
Amikor a szuperprecipitdtum nyexrdse volt a célunk akkor ugy vdlasse
tottuk meg a himdérsélletet, hogy o ssuporprecipitdcid maxinum 3 peore
alatt idtrejojjon éo ez utdbbli csetben nem kevertettik a rendszert.

Altaldvan magas fehérjekencentrdcié mellett dolgoztunk,
2 mg/ml - 7 ng/mleig. A magas fehdrjekoncentrdciét azért vilasse
tottuk, mert mint késbbbi kisérletekbll kitinik a ssuperprecipi-
tdtun vizegilatdre tUrekedtiink. Megdllapitottul, hogy a fehérjee
oldatnak nem teljes mennyisége precipitdl, igy magasabb fehdérjoe
koncentrdeid mellett tobb lloddket kapiunk.

Az irodalonbdl ismeretes, hogy a miogin és ektomiozin komplex
kolloid tulajdonadgait /enzimaktivitdsdt is/ a kationok és polisnionol
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Jjelenléte erdsen befolydsolja.

Niutdn as izomkontrakeié modeljének tekintilk a szuperprecipitdls
aktoniozin rendszert, igy kisérleteink sordn az izomban 1é6vé ione
erdssdget prébdltuk megkizeliteni.

Az irodalmi tosgefoglaldban midr részletesen ismertettem asz
egyes szerzlk dlldsfoglaldedt az iommillidvel kapcsolatban, it
sajdt kirilményeinket szeretném Gsszefoglalni,

Vizegdlatainkat mesterséges aktomiozimnal végestilk. Kilinbosd
fehérjekoncentrdeidju 134 arinyu sktomiozin rendszert dializdltunk
tobbozbrl cserével triec pufferrel pzemben, mely puffer g mdr leirt
ionokat tartalmasta 6o @ Mg'' koncentricid 4,207 M volt. Ttt
szeretném megjegyesni, hogy a mla beméréseket minden esetben
telitett oldatbél Wwigestilks A fohérjék dializigét hidegszobdban,

rdzaticsa) végestilks A dializis utdn 1,8 ml fehérje oldathoz 0°Ceon
d11andé keverés mellett 0,2 ml 107N ATPet tettiink, Majd a keverde
ket 26°C-05 vicfiidGbe tettilk. A viztiosta oldatndl figyeltik es
opilosodds megjelendsét. BEot vettilk a ssuperprecipitdcid kezdeti
pontjdnak. Majd megvdrtuk még az oldat tovdbd zavarosodik o fehérje
aggrogilddik és vizét veszit., A szuperprecipitdcid végét a fehérje
spugoroddca jeloztes A fenti kirilmények kizttt a szuperprecipitdeid
toljes folyamata kivethetS volt. A folyamat azonban nyujtott volt.

Miutdn az iredslomban ismertetett és haszndlt Mg'' koncentwdeidk
jéval slacsonyebbak, igy estikentettik a Mg'' koncentrdeidjdt



10" Mera / Katz, 1970 /.

Kisérleotet ugyanuzy végestiink, mint @ 410" M MgCl, jelenlétében.
Megdllapitottulk, hogy ezen ionkoncentrdcid megrividitette a clearing
fizist és o souperprecipiticid teljes idejdéte. A clearing tézia

azonban még jol kivethets volt.

Megvizogdltuk, hogy a szuperprecipitdcid létrejuttéhes kellee
lg donok jelenléte, A fohérje oldatokat Mg'' mentes oldattal ssemben
dializdltults A Mg'' blokkoldsdre EGPA=-t haszndltunk. A dializis utdn
szuperprecipitdltattuk a rendssert ¢s megdllapitottuk, hogy & szupere
precipiticid létrejin akkor is, ha a rendszer csak nyomokban tartale
naz g  et. Bbben as esetben a clearing ideje misodpercekig tart és
o szuperprecipitdcid is 12 perc alatt végbemegy andélhil, nogy &
hindrsdkletet emeltilk volnae

A rendszer azonban minden esetben tartalmazott lg'  nyomokban
miutdn a forgalomban 1évé ATP is tartalmas Mg ionokat. Az ATPeben
16v6 Mg'" nem kUtottik meg illetve legtibbestr csak komplex formie
jéban van jelen, igy csek ioncserds uton tdvolithattuk ol. Egyértele
milen nem lehot tehdt ast dllitani, hogy a szuperprecipitdcid létres
Jottéhes nem kell Mg ion jelenléte.

A szuperprecipitfeld létrejsttéhes Co-yg ig sail:géy van,
Rendszeriink EDPA-t nem tartalmazott, igy minden esetben kizel

kongtanenak vehetd a Ca ion koncentrdceid,

Az ivodalmi péozben részitesen kifejtetiem, hogy as ATP
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Sktondopin rendszert.

Kisérleteink sordn Usszefliggést kerestink a fehérje koncentrde
cié, az ATP koncentrdcid és a szsuperprecipitdcid ideje kisutt.
Kisérileteinket vdltozd fehérje koncentrdcidju temmdszetes aktomiozin
rendsserrel végeztilks A fehérje koncentrdeidkat 1 mg/mletdl lo mg/mleig
vidltoztattuk, Az ATP koncentrdeidja ebben az esetben kongtans volt.
Kigérleteinket a kivetkezlképpen végeztiikks bemértink asz oldkdszitett
/dinlizdls/ Pehdrjékbll 1,8 mlet., A dializist a ndr ismertetett trise
pufferral végoztilcs A fehérjdket esutdn jogesvizfirdlben inkubdltuk
kbe 5 poreig, majd 0,2 ml 0,1 M pH 7 ATP«t adiunk a rendszerhos.

Az ATP hatdsdra 4llandd keverds mellett a kicsapddott fehérjét ole
datba vittilc pontossabban létrehoztuk a clearinget. A felfisztult
fehérje oldatot esutdn 26 “Ceos vizfirdlbe helyesztilcs Figyeltilk a
folyamatot. Néztik a szuperprecipitdeid kesdetdt ds végét. A Lolyamat
végét mint Sbedn is bemutattan o fehérje zpugoroddsa jelezte. Lzutdn
10%e0s hideg TCA-val dllitottuk lo oz enzim folyamatot. A kicsapott,
denaturdlt fehdrjét ssliréssel tdvolitottuk el. Hajd a ssiirletblsl

1 ml kivettink és Piske-Subbarow médszervel meghatdroztuk a felszae~
badult anorganikus foszfor memnyisdégét. Kisdrleteink sordn ugy timt,
hogy ninél alacsonyabb a fohérje koncentrdeid, amndl t6bb ATPeve
volt osiikedg a ssuperprecipitdceid létrejuttéhes.

A felszabadult anorganilkus fosafor mennyisdgdbll kivetkeg.
tettiink a rendszerben ol nem bomlott ¢és elbomlott ATP memyisde
gére.



Ezutdn kisérleti kirilményeinket ugy vdlas: sottuk meg, hogy
g fehérje koncentrdeid konstans volt, & hinédredklet a pH éo az
ionerdsség vgyenaz volt, mint fent, csak az ATP koncentwdeidt
vdltoztattulk,

Kisérleteinket a kivetkesdképpen végeztiks Allands 7,4 mg/ml
fehérje koncentrdeidju 1,8 ml dimlizdlt fehérjéhos ellszir 0,2 ml
0,1 M ATP=t adtunk & mir iemertetett médon., Clearinget hostunk 1éte
re, majd szuperprecipitdltattul & rendswert. A szuperprecipitdcid
végén az cnsimreakeiot TCA-val dllitottuk le. Majd a folszabadult
anorganikus foszfor mennyisdégét meghatdroztuk.

Ezutdn viltoztattuk az ATP menmyiodgét 5.1072, 2,5.,1072,
1,254,107, 5,2077 M kigbtt, A clearinget minden esetben 0°Ceon
hoaztulk létre, majd szuperprecipitdltattul o wendszert 26 °Ceon.

A szuperprocipitdeid végét a fehérje zougoroddsa jelezte. Az ATP
koncentrdcié tovdbbi csilkkentésének a clearing hidnys szabott hatdrt.
2,5.10™ i ATP hozsdaddsire a fohérje oldat mér nem tisstult fel,
nem volt tikéletes clearing és csek pillanntokig tartott és azonnali
szuperprecipitdcid kivetkezett. Igy az ATP legalocsonyabb keazdeti
koncentrdcidja 5410 N volt végkoncentréoidra vonatkostatva.

vizsgdlatokat végestink, dllandd fehérje koncentidcidju de
véltozs aktimemiosin Gsszetételi alctomlozin rendszerelkel., Ebben as
esetben a kisérleti kirilményeink a kivetkezdelk voltaks Prepardltunk
tioatitott miomint 6o aktint. A két strukturfohérjébl l6dllitottuni
1116, 138, 134, 112, 11, 251 alktine mionin sulyardnyu aktomiozin
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rendszereket, A kivint avdnyok létrehozdsa utdu o fehdrje koverde
keket szobahlfokon termosztdlituk 30 percig, hogy a miozin és asktin
kapesoldddsdt aktomiozinnd olbgegiteilk. Az aktomiozin létrejittét
viszkozitde nérdssel is ellenlristilcs Bendrtik az aktomiozint a
viszkozinéterbe s megndriik o visckozitdedt, majd ATP-t adtunk a
rendazerhes 10”2 N végkoncentrdcidban éo ha as aktoniosin rendszer
kialakult ekkor a fehérje oldat viszkozitdsa esett.

Az sktomiczin rendszerek létrehozdsakor o fehérje komponensel
/ ektin - miozin / magas ionerésségen voltek. Alacsony ionerdeségen
& fehérjék kapcsoldédisa csak résslegosen és nom a kivint ardnynak
negfelelden tirténik.

Bzutén az alacsony ionerdssdpg létrechozdea miatt dlalizdltuk a
killtnbied ardnyu aktomiozinokat o mir ismertctett Usszotételil
trigepufferben, A dialiszis utdn a killonbizd ardnyu sktomiozin ole
datok koncentrdceidjdt az Ussszehasonlithatds’g niatt azonosra dllie
tottuk, majd bemértink 1,6 ml fehérje oldatot 0,2 nl 6,1 B ATP={
0%C-on 16trehoztuk a clearinget majd 27 %C-on & szuperprecipitdcidt.
Ezt minden ardny csetében ssonos kirilmények kizttt végeztik. Mine
den esetbon az enzim reakeidt TCA-val dllitottuk le, majd suirdssel
tévolitottuk el a denaturdlt fohérjét o rendazerbil. A szirletbll
moghatdroztuk a felszebadult anovgenikus foszfor mennyiségdt. Bz
utdbbibél kuvetkesztettink a rendszerben elbomlott és el nem bomlott

ATP mennyiségére.

Kisérleteink sordn 4lteliban as ATP végkoncentrdeidja 1072 N
volt. A magas fehérje koncentrdcid haszndlata is indokolta a



uagas ATP koncentricidé hasundlatdte. Kisérieteink sordn megillapie
tottuk, hogy ATP hatdsdre a fohérjdineck nem a teljes memnyisdége
ment oldatba. A fehérjdk olddddse @ magas ATY koncentxdcid mellett
veszieségmenteanck bizonyults

i1, 2.

Kisérleteink sordn nemcsak az 134 ardnyu Peaktinemiozin
rendszerekkel foglalkoztunk, hanem mint font emlitetten kildindizd
ardnyok mellett kivettil: @ scuperprecipitdcid folyamatdt.

A killinbizd ardnyu rendoszereket, vagy terudszetss akioe
miozinbdl 4dllitottuk eld, ugy hogy o rendsserhez miozint fs Feaktint
adtunk, vagy mdir ienertetett mdédon miozinbél és Peaktinbél hontuk
1étre a kivint ardnyoiat.

Bmmek megfelellen 1816, 138, 134, 132, 2:1 Peaktine-miozin
ardnyu sktomiozin rendsserek viselkeddsét vizegdliuk.

A souperprecipitdcid teljes folyamatdt a kivetkond méde
soorekkol kovettiiks

a./ szabad szemmel vald megfigyeldés /magns fehérje koncentrdeidk
esotén/

be/ turbidimetrids médsszer /alacsony fohérje koncentrdeidk
esotén/
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s/ sorozat ATP-dz nérds

d./ viszkozitds ndrda.

a./ ;ﬁgg/fehérje koncentrdcidk csetén a folyamat szabad szemmel

Jél lithatd. A fehérje oldatokat @ szuperprecipitdcidhoz diae
lizissel készitettik ¢ll, A dializigt az ismertetett mddon ds
cldattal végeatilcs A dimlizis utdn a kicsapddott fehérjébll
1,8 « 1,8 mlet nértink ki, ¥ajdé 0°Ceon 4llandé keverds mellett
0,2 ml ATP=t adtunk & rendszerhez. Az ATP végkoncentrdcidja
107 1 volt. Majd a feltioztult oldatot 17, 26, vagy 37°Ceos
visfiirdGbe helyestillt, Bikor a feltisstult oldat opdlosodni
kezdett. A fehérjdk apgorepmldédiak, melyet szabad szemmel jél
lehetett kovetni. A teljes opdlosoddst az oldatban erds levegl=
buborélcolr képzddése kisdrit, Majd az eddny felslé adszénél kese
detét vette a kdét fazis kialakuwidsas, bzt a pillanatot vettilk

a ssuperprecipitdcié kezdeténeke. A szupcsprecipiticid végét a
teljes dehidratdicid jeleazte, mely a fehérje zsugoroddsdt vonta
maga utdn,

Ezt a médszert segddeszkizként haszndltuk, annak eldintésére,
hogy kisérleteinkhez eldkészitett anyagaink szuperprecipitdle
DAL=C o

be/ A kutatdk nagyrésoze a szuperprecipitdicid folyamatinak kivetdée

sére turbiditds vdltozdst haszndlja. /Haxvey M Levy, 1965,
Teutomu !”u*. 19649 lhts, 1966, Em. 1961[.

‘\—‘.



Kotz megdllapitotta / Katz, 1966/, hogy a fényelnyelés mértéke a
haszndlt mériniszer adataitdl figge. Olyan foidméiercic osetében,

mint a Beckmann DU, ahcl a beesd fény nagyrésze szdiszdrddik, a
gzuperprecipiticidt turbiditds nivckedls kiséri. Azon spektrofotomée
terelmél ghol a szért fény minimdlis, ott a szuperprecipitdcidt ture
biditds ceikkends jelzis / Briskey, 1967/« A turbidiméierck /nefeloe
metrids mérés/ amelyck 90%-ndl a szért £ényt mérilk, nem haszndle
hatdk e gzuperprecipiticid kiuvetdsére. Bnnok oka: nagy aggregitumolk
/aint az aktomiozin gél is/ dltel szdrv fény nenm kiveti a Rayleighe
2610 puordddsi ttrvényte 90%ndl ouért finy rendozerint cstikken,
annak ellenére, hogy a teljes ozdért fény emelkedik. A fenti okok
niatt a turbidimetriis médszerrel kisért ssuperprecipitdcids adatok
nem értdkelihetdic teljes bizionsdggal.

Kisérieteink sordn vdlaszt szerettiink volna kapni nemesak a
oszuperprecipitdcid sordn felszabodult anorpganikus foszfor mennyie
ségére, vagy & rendszerben el nem bomlott ATP koncentwicidjdra,
hanem @ szuperprecipitdcid sordn bekuvetkezd konformdcids vdltozde
gokra ine. Igy 8 folyamatot clektrommilroszidpos kisérletekkel kie
vettille, Miutdn az elektrommikroszképos kisdérletekhez igen alacsony
fehérjekoncentridcidju aktomiozin rendezerekre volt sziikodgink
dés alacsony koncentricid mellett a suzuperprecipitdcidé folyamas
tdt nem tudtuk scommel kivetni, ezfrt turbidimetridis mddazert
vAlasztottunk e cdélbdl,

Kisérleteink a kivetkezlk veoltak: g tisptitott miozinbdl
és tisztitott aktinbdl a kivdnt axdnynak megfelelden elldllitottuk
az ismert médon a mestersdéges aktomiozin rendszercket, valamint
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kisérleteinkhez, termépuzetes aktomiozint is hasmndltunk. A fehére
Jék koncentrdeidjdt higitdesal kbe 0,5 ng/ul-re dllitottuk be diae
lizie elétt. Bzutdn az alacsony ionerfeség létrehozdsn miatt a
szokdsos trisepufferral dializdltuk a fehdérjéket. A dialisis utdn
gz dltalunk mddositott biuret médszerrel meguértil: a fehérjdk kone
centrdcidjat és ezutdn tovdbbi higitdssal 0,2 mg/ml koncentrdcidlat
hoztunk ldétre. Ezutdn a fehérje oldatokbsl kivettink 0,9 mlet &g
hiitott klivettdba helyestiks A kiivottdkat tovdblra is jegeswvizben
tartottuk ég igy hosiuk létre a cleavringet dllandd keverds mellett
5420™7 U véghoncentricidju ATP segitségével. Szutdn a kivottdkat
Spektromon 201 késziilékbe helyestik ds 540 nm-ndl vizegilituk a
transuuisssid vdltozdste A iisste oldatndl amikor o rendozor cleas
ringbe volt, akior a transzmigezid alacoony volt, kénlbb megindult
e zavarosodds, az aggregitumok képulddse és ez a transmisscid cmele
kedésdét vonta maga utdn, A soupcrprecipitdcid kiteljeseddsdre e
trancznisczid gyors cmelkedésdébil kiveikeztettiink, A szuperprecie
pitdcid pillanatdban a trangamisgzidnal maximuma volt ds ezutdn
rolamosan cslkkent.

Eg érthetd volt, miutdn esutdn kezdldttt o viz vesztds éo
dehidratdlddds és kialakult a két fdsis. Dbben a tartendnyban ndr
nem kivettil: a folyamatot. |

Bzen mérdoek glapjdn mdr pontosan tudtulk, hogy mikor kezdbdik
a clearing dés meddig tart, velamint a ssuperprecipitdcid kitelje=
sedésére is vdlasst kaptunk. Ponck alapjdn végestilk az elektrone
nikroszkdpos kisérleteinket.



Rwviden itt szerctném ismerteini, hogy elektrommikroszkdpos
kigérleteinket, hogy végeztik, A turbidimetrids mérésches clie
késgitett anyagunkat hasmndltuk a kisérleteinkhez. EBgy petrie
codazdbon paraffint tntottink ki, majd e paraffin megozildrduldsa
eldtt 1le2 enm dtmérlji lyukakat furtunk, Bzekben a lyukalkban
intottik a clearingbe 16v3 anyagokat. Az elsd minta vételt a
0%-on 16v6 enyaghél vettik. Majd 8 szuperprecipitdcids folyamat
teljes iddtartana alatt kb. 15 mdsodpercenként vettink mintdt
ez aktomiozin rendszerckbll., Dgész rividen csak az érthetledp
kedvéért ismertetnén, az elektrommikroszidpos prepardlis tovdbbi
menctéte A kivett mintdkat tdrgytertd rdcsokrm helyeztil: és
12 pevecig fixfltuk azokat / glvtdraldehid segitoépdvel / majd
ezutin leszivattuk sz anyagoket do a tdrgytartd rdesokat Gense
11141t vizzel mootuk a megtapadt odk eltdvolitdsa miatt, Bzutdn
a festds, a kontrasatositds kbtvetkezett, melyet uranilocetdt see-
gltedgdvel végentiik, Az ugynevenett negativ festdsi technikdval
eldkdesitett prepardtumckat vizogiltuk asutdn az elektron-
nikrosskdphan

¢/ Mnjd sorozat ATP-dz mérdest végestink a clearing éo szuper=
precipitdeid fdzisdban ag Al rendszer enzimatikus aktivitdis-
vdltozdodnak kivetdasdre, Kilinbizl ardnyu aktomiozin rendszerew
kot hoztunis létre as aktin - miozin szuperprecipitdcidra gya-
korolt hatdse, velenint as ATP bontds miati., Az arvdnyokat az
iemert médon hoztuk ldtre. Dialisdltuk az ektomiozin rendszeres
ket az alacsony ionerlsség kialakitdsa miatt. Hzutdn minden
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ardny esetében a kivetkezd kisérleteket végestiik, /az ellifordult
ardnyok 1316, 138, 134, 132, 131, 231 F « aktin « miozin /.
Benértink 10-15 db kémcslbe 1,8 ml fohérje oldatot. Termosztdltul
0%Ceon kb. 5 porcig ozutdn folyamatos keverés mellett bemértimk
0,2 ml 0,1 M ATP«t a rendszerbe. Anyagaink ckkor cloaringbe vole
tak, Két kémeslhz 2 ml hideg TCA=t adtunk az enzimreakeld ledllie-
tdsca miatt. A denaturdlt fohérjéket ssziirdssel tdvolitottuk el,
majd a sziirletet hidegen tdroltuk. Bzutdn a tUbbi kémesivet

27 %ceo0s vizfiirdSbe helyestilk és 4llanddan kevertettilk a rende
szereket., Adott 1ddkbztnként az enzmimreakeidét TCA hozzdaddsdval
ledllitottuk, A kicpapdoi idlket a szuperprecipitdcid teljes
ideje hatdrozta meg. Bzen 1d0k megdllapitdsdhoz nagy segiltséget
nyujtottak az a./ pont alatt leirt megfigyeldseink. A dena=
turdlt fehérjdket minden esetben szilréssel tdvolitottuk el. A
szilrletekbll Fiske-Subbarow médszerrel meghatdroztuk az anorga=
nikus foszfor mennyisdgdt. A killunbbzd ardnyu aktomioszin rende
szerek szuperprecipitdcids ideje killénbuzlé volt, dés ezen iddket

nagynértékben befolydsolta az aktin mennyisége. A killinbbzd
ardnyu aktomiozin rendszerek fehérje koncentrdcidja azonos volt.

Mint emlitettem a szuperprecipitdcidét nagymériékben beoe
folydsolja as aktin jelenldte, ozdrt kisdrietet végestink az
aktin hatdsdnak tanulmdnyozdsira.

Az alacsony ionerdsségen 1évd miozin oldatbél, mely
koncentrdelidja 7,2 mg/ml volt bemértink 1,8 ml kdémesivelkbe



és hidegen termossztdliuk, majd hozzdtettink 0,2 ml o,1 M ATP
inkubdltuk @ miozint as ATPevel 0°C-on, majd o rendszert 26°Ceos
vizfirddbe helyestilis 6 percig inkubdltuk és kizben 2e4«( porce
ndél ledllitottuk az mmméut a szokdsos médon és a ssirlew
tet eltettilks A tULLL kdémestivet tovdbb inkubdltuk, de most mir
ugy, hogy 134, és 138 aktineniozin ardnynak megfelelden aktint
tettiink a rendszerhozs dllandd keverds mellett éo iamét két pore
conként ledllitottuls az enzimreakeidt. A felozabadult anorganie
kue fooufor mennyisdgébll kivetkeztettink az aktinemiozin hatdoe

Tae

Az eddigi kisdrleteink azt mutattdk, hogy a felszabadult
anorgenikus foszfor mennyisdége a szuperprecipitdcid folyamdn
vdltozik, illetve a clearing sordn alacsony a foszfor felszabae
dulds és @ szuperprecipitdcid meginduldsdnak pillanatdban ez
rohonosan megemelkedik, Igy ezen folyamatok tisztdsdsdra végeue
tik a kivetkeszd kisdrletet.

A dializdlt temmépzetes /ls4/ aktomiozinbdl bemértink
10«15 db kémecsdbe 1,8 mlet clearinget hoztunk létre az ismert
médon és dllandd keverds mollett ozuperprecipiticidt, majd mege
hatdrozott idlkiztnként ledllitottuk o folyamatot éo a felszabae

dult anorganikus foszfor mennyiségét megndrtilk. Bz utébbibél az
ATP=dz pktivitderae kivetheztettink, Ezutdn mdédositottulk a kisdre

letet.

Benértilk a dializdlt fehérjdket a kémesbvekbe, de ugy
hogy & fehérje oldat tartalmasott 10 i végkoncentrdeidban
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EDTA=t is a Ca ionok blokkoldsa miatt.-Ebben az esetben is
megnéztill @ szuperprecipitdcids folyamat ATP-dz aktivitdedt.

Mejd ujabd kisérletot végestink, ugy hogy a rondszerhes Ca

ionokat adtunk 10”2 N végkencentrdeidban éo o felszabadult anovgas
nikus foszfor memnyisdégdt ilyen kirilmdnyeck kivzttt mértilk.

Bzen kisérletekkel a clearing fdzisba lejdtssddd folyematokra
tudtunk kivetkeztetni. Bredményeinket a késdbbiek sordn fog-
lalon Uosoe.

A sorozat ATP-dz mérdseket ezutdn médositottuk, a kiriimée
nyek konstansabbd tétele cdljdbdl, a kis térfogatu rendszerek
szérisl hibdjdnak kikiisutbbldse végett. / 1,86 ml térfogat
lo=15 db kémesl/. A kisérleteinkhes ozilksdges aktomiozin rende
sgercket nagy térfogatban dializdltuk alacsony ionerdsedg olde
réoe miatte. Bzutdn kindrtink kb, 40 ml fehérje oldatot és 0°Ceen
inkubdltuk, Majd 2 ml kivettiink a mintdbél do hiitbtt « jéghideg
TCA=val kicsaptuk. Lzutdn a maraddk fehérje oldatot 17°Ceos
vizfiirdébe helyesztil: és mdgneses keverdvel dllanddan kevertettiik.
I0rfleidlre mintdkat vettink ki a rendszerbll és TCA-val denae
turdltuk, Az igy kivett mintdk pontosabban tlikrizték a roendszer
pillanatnyi dllapotdt. A kisdrletet 134 do lil2ardnyu Pe-aktine
miozin ardnyu aktomiozin rendszerrel végesztilk, Kisérleteink sordn
a fehérje koncentrdcidt vdltoztattuk, de killtnben kisdrleti
kérillményeinl azonosak voltak. A haszndlt ATP végkoncentrdcidja
2072 1 volt, A TCA-val kicsapott oldatokat saiirtilk s a saiirlo

o
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tekbll a felscabadult anorganikus fogzfor memnyisdgét hatdroze
tuk mege

d./ Visskozitdsmérdéocket végeztiink as aktomiozin komplex, illetve
az aktin éo miozin disszocidcidjdnak vizegdlatdre a clearing
és pzuperprecipitdcid folyamdn,

Kisérleteinket 1:16, 134, 1:1 ardnyu aktomiozin rendszerckiel
végeztilts A kivint ardnyokat mestersdégesen hoztuk létre, tisoe
titott miozinbdl dés Feaktinbll. A fohdérjék ionexrdoadgét dlalie
zigsel dllitottuk be a suokisos mbdon. Kisérleteinket a kivete
kezdképpen viégeutilks a viszkozitdst mddositott Oswald-féle
vigzkoziméterbe mértik. linden esetben 2,5 ml volt a végtdaw
fogatunk, Az ATP végkoncentrdoidja 107° I volts A hlmérséilet
17°%C, Az aktomioszin rendszerck viszkoszitdedt kétf£éle médon
kivettilcs

1./ Az 134 ardnyu aktomiozint dializdltuk, meghatdroztuk a
fehérje koncentrdcidét a médositott biurett médszerrel déo a
fehérje koncentrdeidt 2,9 mg/mlere dllitottuk be. Ezutdn kie
mértils a kivdnt térfogatot 0° Ceon cloaringet hostunk 1létre
AT? gegitségével, majd a rendosert 17°Ceos vizfirddbe holyoze
tillce Néztilk az anyeg viszkoszitdsdt. A clearing fdsisban 1évé
aktomiozin viszkozitdsa viszonylag alacsony volt és mindl
inkdbb kiteljesedett a ssuperprecipitdcid ennil magasabb
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viszkozitdsa volt az anyagnak. A szuperprecipitdcid végét a
vigsgkogitds maximuma jeleszte. Ezutdn a kicsapédott anyag visze
kozitdsa mdr mérhetetlen volt,

2./ A fehérje komponenseket a kisérlethes Lillonekillén dializdltuk.
liajd az 134 ardnynak megfelelden bedllitottuk a fehérjekoncents
ricidkat. Bzutdn killtnekillin az aktinhoz és miozinhoz ATPet
tettiink 0°Ceon 10™% U végkoncentrdeidban najd az 134 axdnymak
megfeleiden bemériik a komponenselket a viszkoziméterbe, 17°Ceon
inkubdlivae. Boutdn vigzkozitds mérdssel kiuvettilk a ssuperprecipie
tdcid folyamatdt. A mérdot csak o ssuperprecipitdeld idlpillaw
natdig végeutilz, mert esutdn a viszkozitds wérhetetlen az anyag
kicsapédds miatt,

Hérdoeink sordn megnéztile a miozin és aktin viszicozitdodt
is. Ebben az esetben a fehdérjekoncentrdeidk az 1:4, illetve a
1316 és 1:) ardnynak megfelellek voltak,

Kigérleteink sordn nem abszolut viezkozitdst, hanem minden
esethen trise-pufferra vonatkoztatott relativ viszkozitdst mértiink,

Kigdrleteket végestink, ammak a tisstdedsdra, hogy a
kiilinbbad ardnyu aktomiozin rendszerek szuporprecipitdcidja

kbzitt vanee killinbség.
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Kigérleteinkhez 1316, 138, 134, 1:2, 131, 2:l1 ardnyu mestere
séges aktomiozinokat hoztunk idtre tisztitott miozinbdl és
aktinbdél. A fehdérje oldatokat dializdltuk a kivint icnerdssdégnol
negfelelden. A dializis utdn a fehdrje oldatbdl kivettilnk meg-
hatdrozott térfogatokat éo G parslellal meghatdroztuk a koncente
rdecidkat a médogitott bLiurett mdédezerrels Bzutdn a fehérje ole
dathél demét kivettink ismert térfogatot s 0%-on 1072 1 vige
koncentrdcibju ATP segitodgével clearinget hoztunlk ldétre. A
0%won 16v6 anyaghl kivettiink ismert térfogatot éa 6 parhuzames
nérdosel mognéztilk a fehdrje koncentrdeidt. Ezutdn a clearinge
be 16v6 anyagot 37°Ceos vizfirddbe helyestil és ssuperprecipie
tdltattuk a rendsszert. A szuperprecipitdcid végén, anmikor as
anyag zsougoroddsa bekivetkezett, azonnal elvdlasstottuk a két
féoiot. Megnértik a térfogatdt és esutdn pdrhuzamos mérésekicel
negdllapitottuk a fehérje koncentrdcidt. Az ismert tdérfogatok
¢éo fehérje koncentrdicidk segitsdégével a szuperprecipitdtum kone
centrdeidjdt meghatiroztuk, A mddszert pontatlannd totte a
precipitdtun térfogatdnalk elhanyagoldsea.

Bzért médositottuk o kisdrletet ugy, hogy csak a clearingbe
1évé anyag koncentrdcidjdt néztik meg, majd szuperprecipitdile
tattul az anyagot és a fellilupzdét ismét elvdlasztottuk az ileddke
t61l, A folillupzé koncentrdcidjdt is mogmériiilc, lMajd o szuper
precipitdtumot ismert térfogatban visszaoldottuk. leghatdroztuk
ismét a fehérje koncentrdcidt. BEzen fehérje koncentyrdcidk ice
meretében kovetkentettink a szuperprecipitilt hinyadra. Kisére
leteink sordn megillapitottuk, hogy 1310,-t61 134 Peaktinemiozin
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ardnyig a szuperprecipitdlt anyag elvdlaszitdea ds a clearing és
2 szuperprecipitdcid folyamata dlesen elkiilinithetd, mig maga-
sabb aktin jelenléte esetén az elvdlasuthaidsdg nem olyan éles.

Dolgezatonbar mdr t0bL helyen emliteitem a szsuperprecipie

tdtun elnevezdsi. Itt szereiném ismertetni kinyerdsének kiriile
ményeit, Tiszatitott miozinbdl ds tisastitott akiinbdl killénbizd
ardnyu mecterséges aktomiozin rendszereket hoztuak létre.

Fehérje oldataink ekkor magas ionerdesdgen voltak. Mint ismoe
retes, a szuperprecipitdcid létrejitiéhez alacsony ionerdsségen
1év3 fehérje oldatok szilksdgesek. Ezért a ndr tébbszir emlitett
és lsmertetett trisepufferrval ssemben dializdltuk a fehdrjéket
tUbbeztri cserdvel. A dimlizis utdn meghatdroztuk a fehérje kone
centrdcidkat a nir ismertetett mddositott diurett mdédszer segite
ségével. Bzutdn a killénbizd avdnyu aktomiozin oldatokbdl kivettiink
5«5 ml kbe 6=7 alkalommal /attél figgden, hogy mennyi szupere
precipitdtunra volt ssilkségiink/., 0°Ceon clearinget hoztunk 1létve
édllandé keverds mellett ATP segitségével. Az ATP végkoncentrdcidja

1072

M volt, A clearing utdn az anyagokat 37°C-os vizfiirdSbe helyez-
tilk és teljes szuperprecipitdcidt hostunk 1étre. Hegvdrtuk mig az

enyag dehidratdlddik, illetve dsszessugorodik. Ezutdn gyorsan
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sziirdssel eltdvolitottuk a felillugndt dés az ledéket Ysune-
&yijtottils és hidegen tdroltul a visszaolddsig.

Az elvdlasztist nehevitette, hogy a szuperprecipiticid
folyamata két lépcsds. Az elsd lépcaldben o fehérjék kb.
60-80% szuperprecipitdl, A szuperprecipititun mennyiségét, mint
mir az eldad réasben ismertettom nagymértéiben befolydsolja a
Jelenlévd aktin mennyisége. Az elsd pzuperprecipitdtum elkiilie
nitése utdn a felilluszét tovdbd inkubilva 37°Ceon ujabd opdlo-
soddst figyelhettiink meg, Uz az opdlosocdds kéaslbd enyhe aggree
gdléddchoz vezet, Bz a mdsodik lépesd nem tikéletes szuperprecis
pitécid inkddb csak precipitdcid.

Jelen munkimben nem foglalkozom a mésodik precipitdtum
tulajdonsdgaival, mivel célom csak az elzl szuperprecipitdtum
vizsgilata volt. / Pigyelemre wélté, hogy a misodezor precipie
tdlt anyagonak is van enzimgictivitdsa, amely tdvelabbl problémdkat
vet fols/

A migodszor precipitdlt anyag miatt azomnal szét kellett
vdlasztenunk az eled szuperprecipitdlt iiledéket a felilluszdtdl.
A kivetkeondkben ceak as eleld szuperprecipitdlt iiledékkel foge
lalkoznél.

& nyert szuperprecipitdtumot esutdn feloldottuk, Ugy kezele
tilk, mint aktomiozin Uledéket. Bzért 3 M KC1 oldat segitsdgdvel
0,5 il KC1 végkoncentrdeidig oldottuk vissza. Kladrleteinket mint
enmlitetten killénbbzd ardnyu aktomiozin rendszerekkel végeztiik.
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Igy Usszehasonlithattuk a kilonbizd P-aktineniozin ardnyu aktoe
miozin rendsserek szuperprecipitdlt leddkduek oldhatésdgit.

Arvdnyaink @ mdr ismertetett ardnyok voltak. Ezen ardnyok
kozil a legktnnyebben az 1316 aktomiozin oldddott. Az aktin
ardnya minél inkdbdb névekedett anndl nehezebd volt a szupere
precipitdlt Uledék visssaolddsae

A vigszaoldott ililedékek koncentrdcidjdt diuret mddszerrel

hatdroztuk meg, ég azonos koncentrdcidra dllitottuk be.

A viszkozitde mérdsek alapjdin az ATP érzékenységre kaptunk
vilaszte Mint midr ismertettem av aktomiozin rendsszerek magas
ionerdgségen igen magas specifikus viszkozitdst mutatnak. _i
Ha ezen kﬂrﬂhéuyem: a visgko=
zitdsuk hirtelen lecstimom. Majd az ATP elbomldsa utdn az eredeti
vigzkouitds visszadll., Viszkozitds mérdsi eredndnyeink azt mue
tattdk, hogy minden ardny esetében 3 szuperprecipitdlt Wleddékek
§.Yigszaoldds utdn is, mint gkig k viselkeduel,
Ezen vizsgdlat nagy segitsdget jelentett a tovdbbiakban asz

ATPedz aktivitds méréseknél.

Ezutdn a visszaoldott aktomiozin rendszersinek az ATP-dz

flctivitdedt vizaedltuk, Esért a magas ionerdsségen 16vé fehérje

oldatokat dielizdltuk tobbsziri cserdével és magy térfogdtal
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0%C-on 41landé rézatds mellett 0,01 U KCL oldattal smemben,

pH 7,24 A KCL oldat tartalmazott 30”7 M végkoncentrdcidban
Bemerkaptoetenolt is az SH csoportok megvédése miatt. A dimlizis
utdn vizsgdltuk a kicsapédott fehérjeoldat ca’® és Mg'' indukdlta
ATP-4z alktivitdsdt.

dializdlt fehérjébll mely fehdérje koncenirdcidja dltaldban

4 mg/ml voll bemdréink 1 wmi-t majd 1,6 ml Ca keverdket mértink,
mely tartalmazott 0,5 M KC1, 44107 H Cacl,, 51072 N trigeyuifort,
1 ml desztilldlt vizet a rendszert inkubdltuk 20°Ceo 5 percig,
majd bemériiink 0,2 ml 0,1 M ATP=1 pH 7. Erds kevertetdés mellett
inkubdltuk a rendszert T percig majd ezutdn 10%=-03 TCA-val, mely
hideg volt ledllitottuk sz ensimreakcidt. A denaturdlt fehdrjdt
szilrdseel tdvolitotiuk el a rendszerblls A sziirletet jegesevizben
téroltuk,

A kiinduldshoz a mdr eldbd ismertetett médon dializdltuk
az gnyagokat, majd bemdrtink a dializdlt fehérjébél 1 mlet mely
koncentrdeidja 4 mg/ml korili volt. Ezutdn bemériink 0,8 ml g
keveréket, mely tartalmazott 4.10™ y MgCl, 542072 i trig-puffert,
a rendszert inkubdltuk 5 percig 20°C~on majd bemértink 0,2 ml
0y Il ATP«t pH 7 ezutdn 7 percig inkubdltuk az enzimet a szubssie
rdttal. Az enzim veakcidt @bben az esetben is TCA-val dllitotiuk



le, A denaturdlt fehérjét sziiréssel tdvolitottuk el

Hind a Ca'" mind a Mg'" aktivdita ATP~dz meghatdrozdsok
esetében a szirletdldl a mir ismertetett mddon Fiske Subbarow
nédszerrel hatdroziuk meg az anovganikus foszfor mennyiségét.
Mérdési adatainkbdl specifikus aktivitdst szdmoltunk, Osszehasons
litdsi alapként a szuperprecipitdcid eldtti aktomiozin rendszee
rek enzimatikus ektivitds értékeit vettilk,

A sazuperprecipititum Ussuetdételdének wmegismerdse céljdbil

lektroforeiil

Kigérieteinket a kiveilkezdiéppen végeztilkks Az anyagok 6lie
késaitdse ugy turtént, hogy & wagas ionerdsségen oldatbgn 1évd
szuperprecipitatumok akitouiozin komplexeit diamlizdltuk trise
gricin pil 6,3 pufferrul suemben 24 drdn 4t. Ugyanakkor dialisdle
tuk az Usszehasonlitdsi alapként haszndlt szuperprecipitdcid
elétti aktomiozin rendszereket is. Ax aktin miozin ardnyok a mér
fentebb ismertetett ardnyok voltmk. A dializis befojeszése utdn
meghatdroztuk a fehérje loncentrdcidked, majd urefval kezeltiik
az anyagokat., Az ureds kenelés célja, hogy kisebb polipeptidelkre
bontoulk az aktomiozint, mert ellenkesd esetben nem tud behatolni
a gélbe, igy az slacsony molekulasulyu vegyiiletek maradéktalanul
a gélbe vindorolnak, A fehdxje koncentricid ismeretében az oldate
hoz pzildrd uredt adtunk olyen mennyiségben, hogy végkoncentrdcide
Ja 8 M legyen, Fzzel asyidéien 0,1 i pBenmerkaptoetanolt is adtunk
a rendszerhez az SH csoportok megvédése miatt. A fohérje oldatokat
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4%Ceon egy éxdn 4t intenziven kevertettiik, tokéletes oldédds
eldrésdres lajd 24h Jégouekrénybenn tdrolivk azs ureds fehérje
oldatokat, EBzutdn az anyag gélre veld felvitelre alkaluas volte

Kigdérleteink sordn az anyagokat 7,54~0s akrilamid gélre
vittik fels A futtatdst tris-glicin pufferban végesztik. A felvitt
anyag menayisége 1007 volt. Mint icmeretes a gélelekiroforetikus
nddszer eldnye, hogy igen kis anyag mennyisdg szilkedges és alae
cagony fehérje koncenirdeidju anyeg a Lkisdrletekhez, Hiutdn ha
alacsony a fehdrje koncontrdcid ndd van a Lekoncentrdldsrae 4
Zélre felvitt anyagokat futtatd kidba helyeziilk és bekapesoltuk
a kégzilléket ds loo Veon lo percig végesztils a bekoncentrdldst, ha
ez szilkeéges volt, Ezutdn tirtént az anyag fuitatisa, melyet

250 Vend) vdgezdiink. A futtatdsi 1406 2,5 dra volte.

Egutdn a gdéiek fixdldasa kovetkezett, melyet 12,5% TCA-ban
lo drdn 4t végeztink, A figdlds utdn a8 gdlek festdse kovetkezett.
A gélick Temtdedre azdrt van szilkadég, hogy a gélbe vdndorolt
anyagokat eldhiviuk, ldthatdvd togyilke A festiést 1%=0s Commassice
kék~festdkkel végeztiik, Iddtartoma 2 dra volis Ezutdn a gélekot
10%=~0s TCA-ban mosituk. Bzt az tette sziksdégessé, hogy @ festds
sordn az egész gél szine kék is igy uem lithatdk az anyagot taiw
talmazdé ceikok. A mosdst addig végesntik, mig egymdstdl élesen
elbatdrolt ceikoket nyertiink, A gélek tdroldsa a kimosds utdn a
kiszdradds megakadélyozfisa miatt Ti~os ecelsavben turtént.

Kigérleteink pontosabbd tétele miatt médositottuk a
leirt metodikdt. Miutdn @ 6 M ureds kezelds hatdsdra a fehdérjék



kisebb komponenselre valnak suét és eozok nir o géldben képesek
behatolni, de @ felviti fohérjdk nagyrésze nég nwost is a start
vonalon marad., Ezért a fehdrjdket a késldbbi kioérleteinkben
nemesak uredval kezeldikk,hanem @ 7,5% akrilamid gélhesz, mely
tartalmazott 6 M uredt még 0,1%o0s SDSt /ndtriumdodecilosulfdtot/
ig tettink, A fehdriék elikdsszitésdnél a fehérjdket tris.-ecetsav
pufferral szemben diglizdltuk. A puffer pli=ja 8,2 volt. A dializis
utdn 8 ¥ uredval a mAr leirt médon kezeltilk az anyagokat. Majd

Bz SDSet do vredt tartalmaszd gdlre felvittilk, A futtatds ugyanugy
tortént mint font leirtam,

Az igy végzett futtatdendl a felvitt fehérje teljes memnyie
sége behatol a {;élbé.

Bcazchasonlitdsi slapként o swzuperprecipiidceid eldtti aktoe
miozin rendszerek a niozin, valanint as aktin géleelektroforetikus
vizsgdlotai szolgdlnsk,

A gélek értékeldse Kippeiouen mikrodenzitométerrel toritdnt.
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Az izom kontrakeid szuperprecipitdcids modellje leegy=-
szeriisiti az izomban végbemend bonyolult folyamatokat és igy
lehetlasdget ad arre, hogy a miozin, gktin és ATP kilcsine
hatdsdt vizsgdljuk,

Hunkdm elsdé részében a szuperprecipitdld aktomiozin rende
szert befolydsold tényezlkre az ATP, a miozin és Feaktin
relativ mennyisdgeire igyekeztem adatokat gylijteni. A szupere
precipitdcidé kezdlpontjdnak ismerete elengedhetetien volt.

A kizvetlon scemmel turténd megfigyelés, sdt a turbidimete
rids médozer /alacsony fehérje konecentrdeidkndl/ bizonytalane
sdgi faktorokat rejt magdban, ezdrt megprébdltuk a rendszer
enzimatikus aktivitds vdltozdedt a clearing éo ssuperprecipie
tdeié folyamdn kapesolatban hosni a fehérjék kolloiddlis vile
tozdsaival.

Azt taldltuk, hogy nemcsak a természetes aktomiozin,
hanem & mestersdgesen létrehozott killtnbbzd aktinemiozin
spulyardnyu / 1316, 138, 134, 1:2, 131, 2:1 / aktomiozin rend-
szerekben a clearing fdzisbél a szuperprecipitdeid fizisdba
valé dinenetnél az ATP-dz aktivitds megvdliozdsa figyelhetl
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mog, mely egybeesik a szuperprecipitdcid kezdlpontjdvale A
11, sz, dbedn o killtnbisl ardnyu aktoniozin rendsszerek 4ltal
felszabaditott anorganikus P, pe/ng miosint dbrdzoltam az 146
fuggvdnyében.

11, sz, dbra.

Az 4dbye a killunbosd Ussczetételi aktomiozin rendszerek
ATPedz aktivitdodnak vdltozdedt mutatje a ssuperprecipitdcid
folyamdn, A fehérje koncentrdeid azonos volt 7,4 mg/ml. Az
ionerdsuég 0,13 volt / tris-dializdidval dllitottuk be az
ionerdsséget/. pil 7. A clearinget 107 N végkoncentrdeidju
ATP-vel homtuk 1étrey 0%.on és a ssuperprecipitdeiét 269

A nyillal jelslt pont a szuperprecipitdcid meginduldsdnak idle
pillanata.



Az dbra vildgosan mutatje az egyes girbék irdnytangenseinek
vdltozdsdt a clearing és a szuperprecipitdeid fdeisdban és
a girbék tirdspontja a szupery

A fentl dbrdn / 1l.oz. dbra / az is j61L ldthaté, hogy s
ektin axrdny emolkedége mir @ clearing fdsisban is gtimudlia o
miozin AZP-ds aictivitdsdt, ugyanis ez enorganikus P; felszabae
dulds magasabb, mint hasonld kirillmények kiuott as aktin jelene
1éte néliiil,

Az aktin ardny emelkedése valdban mdr a clearing fdzisban
is stimuldlje @ miozin ATPeds aktivitdodt ezt a 12.82. dbra is
demonatrdlja

Aktin hatasa myosin ATP-az aktivitasra s—p.- kériimenyei kézott
ug R
mg myosin
1:4=AM
50

1:8=A:M
30
20.

10

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 t/min/

12, 82, dbrne

Az dbra az aktin hatdsdt mutatja a miozin ATPeds akti-
vitdsdra a ssuperprecipitdcidé kirilményei kbuitt.
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A 12.82, dbra kisdrieti kurillmdnyei, a fehdrje
koncontrdedd 7,2 ug/ul volt. Az ionerdsség 0,13, Az ATP
végioncentrdeidia 10™° N volt, @ pi 7« Az aktineniozin avdny
134, illotvo 138 wolts A kontroll 7,2 mg/ml koncentrdoidiu
miozin volte

Az dbodn 2Athaté, hogy a miozin szonos kemcentrdceils
mellett Allandd ATP-4dz aktivitdst mutat, 6 pere utdn a rende
szerhes killinbizd ardnynak megfelelden aktint adtunk és az
dbra vildgosen mutatia, hogy 82 al

Az ivodalomban szinde egysdgecen olfogadott az a nézet,
hogy az aktoniozsin rendozer ATP-hotdoira 8 clearing f4sisban

uiozinye ¢é5 aktinra bemlik, mig @ swuperprecipitdeisd LAzisdban
helyredll az aktomiozin kouplexe Ezért megvizegiltuk a ca**
hatdedt a clearing fézisre. Ismeretes, hogy a Ca*” a miozin
ATP-ds aktivitisit cxrlgen fokozza,

A L35z, Glwa o folszabaduld pgp,/mg miozin értékél au
446 fuggvényében Abrdzolja.
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AM ATP-Gz aktrvitdsanak valtozasa a clearing
éss.-p- Korulmenyes ko zott

ugrR
mg myosin 1. AM ATP hasitas kontroll

2 AM ATP hasitds FDT“ =107 M jelenlétében

3 AMATP hasites [ Ca™]=10?M jeleniétében

7 P 3

60, a

l a a

50,

40,

30,

20,

10)

0 5 0 15 20 t/min/

13. vz, dbra

Az dbre az aktomiozin ATP-dz aktivitdodnak véltozdedt mue
tatja a ssuperprecipitdeid folyamdn ca*" éo moTA Jelenlétében.,
A fehérje koncentrdcid 7,0 mg/mli az ionerdsség 0,13 volt.

Az aktin miozin ardny 134 és @ pll 7.

Az 1.8z, girbe 44107 M Mg** jeleniétében mutatje az ATPeds
aktivitdsdt.

A fes2. gUrbe 1072 M EDTA hatdsdt mutatja a Ca't teljes
megkitésével a clearingre,

A 3.83._gizbe 1072 m ca** ordsen alktivdlé hatdedt mutatia a
clearing folyamén.

A nyillal jelslt pont a ssuperprecipitdcid meginduldsdnak

pillanata.

Az 2186 girbe 4,10 1 végkoncentrdeidju Mg't jelenlétéven
mutatja a temdszetes alktomiozin szuperprecipitdcidjdt. A

3
\
\.

i
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tordspont alapjin a clearing és @ szuperprecipitdcid fdcisa
oliiilinithetG, |

A hagmadik gurbe 1072 U Ca' ' erdeen alktivdlé hatdedt mutatja
a fehérjerendszer ATP bontd képességére a clearing fdzisban,
Ldthaté, hogy a szuperprecipitdcid ellbb indul meg, mint &
kontroll / elsl gurbe / akitomiozin rendszer esetén, de tow
vibbi aktivitds fokozddds nem jott létre.

A_ndgodik girbe 10”7 M EDZA hatdedt mutatja a Ca** teljes
nogkitésével, mely & clearing és a szuperprocipiticid gite
ldsdhow vezetetts
Az ATP, foehérje, és ionok kizbtti kapcsolat tanulmdnyoszdsa
pordn killinbosd Mg koncentrdcié hatdedt is vizeghltuk as
aktomiozin szuperprecipitdcidjira. Megdllapitottuk, hogy
4420"2 Berd) 20™* Here ecstkkentve a Mg'' kgpucentrdcist
2 szuperprecipitdceid ollbb jott ldtre éo ez a hatds az ala~
coonyabb fehérje koncentricld tartomdnydban kifejezettebb,
Mivel a ssuperprecipitdcid 146 folyamatdt a ug'" koncentrdeld
kevésbé befolydsolja, ugy tint, hogy @ Mg’ W gitlé hatdes
olasisorban a clearing fdzisre irdnyul. Bzt demonstrdlja a
dds 52, b

Az dbre a killtnbdzd fohérje koncentrdcidk esetében a
Mg'" koncentrdeid hatdodt szemlélieti, as 148 fuggvényéven,
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3o

20

! s mg/mi

14. sz, dbrae.

A g™ koncentrdcid hatdsdt szemlélteti az 4bra a clearing

fdzis folyamdne

1, 82s_girbe 4,102 1 Mg** koncentrdeis mellett mutatja &
szuperprecipiticid kezdetét,

2482, gizbe 10™* 1 mg** koncentrdeis mellett mutatje a
szuperprecipiticid kezdetét,

3 82 girbe 4,10 m Mg*t koncentrdeid mellett mutatia a
pazuperprecipitdcid kezdete ds vége kisbtti iddt.

4s szs gorbe 10™% 1 ug'* koncentrdeid mellett mutatje a
sozuperprecipitdcié kezdete ds vége kbnotii idlt.

A fehérje koncentrdcid minden esetben 7 mg/wl volt. Az ilonerdeséy

0,13 A pH 7.
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Az eddig demonstrdlt 11, 12, 13, gz, dbedkrd) is j61 14thats,
hogy a szuperprecipitdcid nem a bevi
kivetkezik bo, Negdllapitdsunkat aldtdmasztje az a kisdriet
sorozat, melynél a szuperprecipitdcid pillanatdban ledllitott
rendszorben visszamaradd ATPevel ujabb és ujabd rendszercket
tudtunk ssuperprecipitdcidéba vinni.

frdekesnek tint viszsgilatokat végezni a kiilunbibzd fehérje
koncentrdcidju aktoniozin rendszerek ssuperprecipitdcidjdnak
és aktudlis ATP koncentrdcidjdnak Usezefiggéeérdl.

A 15,82, dbedn o kiilunbbad fohérje koncentrdeidk Luggvénydben
ébndnol.tuk a szuperprecipitdeld pillanatdiban felszabadult,
illetve visszamaradt pil ATP / mg fehérje mennyisdégét. Lathatsd,
hogy gyorsabban cstkkend girbét ad e ssuperprecipitdcidkor a
rendozerben visszamaradd ATP mennyisdge, mint az elbomlott
ATP mennyisdge. A gorbébll az is kitiinik, hogy minél alacsonyabb
volt a fehérje koncentrdcidja, anndl tubb ATP bomloté el
fohérje mg=ként.



50
1
TP
f‘Eﬁm mg
45
Relativ ATP tartaloma s-p-- pillanataban,
35 ossz proteinre vonatkoztatva.
30. 4
1. el nem bomlott ATP Mg =10
2 elbomlott  ATP Mg =10"
25
20
15
2
10
Qs

15, sz. dbra.

Az dbra @ velativ ATP tertalmat mutatja a ssuperprecipie
tdci 6 pillangtdban Besu. fohérje vonatkoztatva. A Mg*t < 2:0™ m
A fehdrje koncentrdcidk 1 - lo mg/ml vdltoztak. Az ATP koncente
rdeid 2072 1 volt, A héfok 26°C,

Uannefiigpdst kerestiinik a benér
mint a rendszerben szuperprecipitdcidkor visszamaredt ATP
relativ mennylgépe kizstt. Adatainkat vdltosé ATP koncentrdeid
és konstans fehérje koncentrdcid, illetve vdltozd fohérje és
konstans A?F koncontrdcid mellett véguett kisdrletekbll nyertilks
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16s8z, dbre @ szuperprecipitdeié pillanatdvan mutatja,

tartaimak kisitt

‘Droteint Kezdeti ATP Koncentracio hatasa @ s.-p-ra

1500, /
o,

1000,

500

0. 500 1000 1500 2000 2500 -bemect ATDM

16s 84e dbras

Au dbra a kesdetl ATP? konceutrdcld hntésat demonstrdlja
a azuyerpmcipitécm.
A iunutt pontok a vdltozd ATF koncentrici eredményeis

Az lipep kardldk a vdltozd fehérje koncentrdeid mellett végzett
kisérlet credményei. Az dbrdn j41 1dthatd a linearitdse
lingonldan megvizsgdltuk a szuperprecipitdeid p:umm.tém
& rendsszerben visszamaradd és elbomlott relativ ATP avdnyokat
kilonbozd aktin, miozin ardayok melleti azonos vsszefehdérjo

koncentrdeidban,



17s gz, dbra a kisérleti adatokat demonstrdija, az abeisszdn
as aktine-miozin mol illetve sulyardny, as ordindtdn pedig ez
ATP pli/mg fehdrje értdkei vannak felvéve. Ugy tiinik, hogy
létozik ogy olyan aktine-miozin avdny, melyndél az elbomlott
illetve a rendszorben visszamaradd ATP relativ mennyisdge dllane
ddvd vdlik.

A:M arény hatasa @ s-p--ra.

el nem bomlott ATP

elbomlott ATP

i3 1 2 4 8 /dlmer/AM~nfélaré,‘ny
it 4 4 1 21 AM  silyardny

17. sse. dbra.

Az dbra az Peaktinemiozin axdny hatdsdt mutatja a
szuperprecipitdcidéra. A fehérje koncentrdcidk minden ardny
esetében 7,4 mg/ml volt. A Mg 10™% u volt, Az ionerdosés
0,13 és a pHl 7. A ssuperprecipitdcidt 26°C-on végestiike
Az ardnyoks 1316, 188, 14, 132, 1311, 2:1 volt.
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Az aktomiozin rendszer szdlegél-dchidratdlt gél dtalakuldw
sdngk mélyeblre hatd megismerdsdhesz killin vizegiltuk a szupere
procipitdeid kezdld do végpontjal kozttti intervallumot. Ebben
a ssakassban torténik meg a fdszisdtmenct, mely végil is a dehide
ratdlt gél ssugoroddsdban nyilvdnul meg.

Mint @ kisérleti »észben leirtam, nagy memnyiségl fohérjét
hoztunk clearingbe 0%Ceon 1072 11 ATP-vel 6o 4llandé keverds
mellett 17°Cwon inkubdltuk a rendszert, leghatdrozott 1ddkvsuniként
azonos térfogatu mintdkat vettiink ki a rendszerbll, és az ATP-ds
aktivitdcra a felszabadult anorganikus foszfor mennyisdgébll
kivetkeztettiink,



e

A 18, sz, dbra a terméesetes aktomiozin killunbizd fehdrje

koncentrdcid mellett mutatja & sorozat ATP-dz vissgilat ered-
nényeit.

18, pze dbra.

Az dbra az alacsony ionerdsségen 1évé fo,13/ temdéozetes
aktomiozin rendsger ATP-ds aktivitdedt mutatja, a felozae

badult A alapidn. A fehdrje koncentwdcidks 51, 3,7,
2,3 ng/ml e



d11s Az elsl szakasz a2 un. glearing fdzis, melyet az dbrdn 16vé

nyil is jelez. Itt a rendszerben 1évi ATP-nek kb. 5% bomlott lo.

A clearing fdsis szakaszdt ogy szigmoid

ennek elsd részén foszfor felszabadulds nem mérhetd, Ez a szakass
sid kezdetével, Dzt a stagndldist kivee

befejezddénével egybeesd lass

szerbon 1évle ATP-nok kbe 10% bomlik le.

A harmadilk szakesz a sguperprecipitdeidét kivetld gyors ATP
hidrolizig, mely rendszeriinkben az uj aktomiozin komplex ATP-ds
aktivitdodnak kivetkezménye.Bzen szakasz specifikus ATP-iz
aktivitdei értéke lo-lSx-e a hasonld nem szuperprecipitdlt akto-
niozin aktivitdsdnalk.

A 29, g3, dbwa ic @ fenti megillapitdsunket tdmasztja ald.
Az 4brdn az 1:2 ardnyu Peaktinemiozin rendsser ATP-ds aktivitdsa
14thatd a nsupmoipuéou folyamdn, killonbbzd koncentrdceidkndl.
Itt i vildgosan elkillunithetd a mdr emlitett hirom gsakess,
valanmint a2 is kitlinik, hogy a ssuperprecipitdcid akkor kivete
kezik be, amikor az ATP még olyan magas koncentrdcidban van je-
len a vendszerben, hogy mds aktomiozin rendszereket képes
szuperprecipitdcidba vimni,
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19, sz. dbra.

Az dbra 132 erdnyu sktomiozin rendszer ATPedz aktie
vitds viltozdodt ssemlélteti a ssuperprecipitdcid soxdn.
A kisérlet sordn as ionerdeség 0,13 volt. A Mg'" koncentrdeid
107 na pi 7. A fehlérjo koncentrdeid 3,5, 3,3, 2,3 mg/ml.

A 17.-18.,02, dbrdn feltintetett kisdrleti adatokbdl kisade
mithaté a Bemlozin és a mestersdgesen létrehozott 1:2 ardnyu
Fegktinsmiozin rvendozer szuperprecipitdeidjdnmak iddpillanatdban
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felpzabadult foszfor molje ¢és & bemért miozin mélok kizittd
Usszeflgpis.

Megdllapitottuk, hogy a killbnbézdé fohérje koncentrdeidkndl
ez az avdny diland$, Bemiozinndl 0,28 HP,/N miozin, mig as
132 ardnyndl az oldbbi értdék 4x azaz 1,02 lPi/l miozin a
foozfor felszabadulids.

Tovdbbi Usszefoglaldémban a szuperprecipitdcid folyamatdnak
végternékérll a gzuperpreocipititium enzimatilus, fisiko-kémiai
és ultrastrukturdlic sajdtsdgaira vonatkozd vissgilatainkrdl gzde-
molok bee

A kigérletes rdssben részlotesen ismertettem, hogy a szsupers
precipitdtum kinyeréséhoz mesterségesen hoztuk létre az 1116,
138, 134, 132, 131,231 sulyardnyu Feaktineniozin keverékeket,
melyek fehérjekoncentrdcidja mzonos volt. A rendssereket 107H
ATPevel szuperprecipitdltattul, majd a keletkezett liledéket
0,5 M XCleban vigszaoldottuk. Esen eredményeinket a 20.sz. dbra
denongtrdlje. Az abeisszdn az Peaktinemiozin erdny ez ordindtdn
8 szuperprecipitdtum memnyislge a clearing Vsszfehérje f=dban
van feltilntetve,
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Az dbra a szuperprecipitum alakulfsdt mutatje a clearing
dmdban kifejesve. A killunbizd ardnyokndl asonos volt a fehérje
koncentrdcid 7 mg/ml. Az ionexrdssdg 0,13 a pH Te
Az ardnyolks 1316, 138, 134, 132, 1:l, 23l.

Lithats, hogy az gganog kiinduldsi Fehériekoncentrieidis
ellenére az iledék mennyiodge a kiilinbizé Feaktin-nmiozin arde
nyokndl gltérl, szaz Lslbet81l 132 ardnyig a sauperprecipitdli
hinyad povekpzil,az aktin ennél nagyobd ardnyu jelenléte esetén

Spikisene

Ezek az adatok arva utalnak, hogy az Uleddk Usssetétele

egy optimilis Feaktinemiosin ardny kislakuldea folé tenddl.



& kivetkezd eredményeket kaptulk. A w abeisszdja az
Peaktine-niosin avdnyt, as ordindta a Mg'" indukdlta ATPeds

specifikus aktivitdsi drtékeit jelzi,

21, 82e dbra.

Az dbre @ Ng'* indukdlte kUlinbscl Peaktineniosin ardnyn
aktomiozin rendszerek spocifilkus aktivitdedt demonstrdlja.

1. gz, girbe a szuperprecipitdcid eldtti specifikus,
2 85, pUrbe e szuperprecipitdicid utdni specifikus aktivitdst

nutatjas Az ionerdgsdg 0,1 volt és & pH 7. AZ enzime
hasitds 20%C-on tértdnt 7 percig. Mg ion koncentrdeid

2 il az ATP koncentrdeidja 5 il volt,

Az dbedbéi vildgosen kitinik, hogy a kiinduwidgiértékhes
képest melyet as 1. sz.gbrbe mutat & ssuperprecipitdlt iileddk
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pktivitdga velamennyi esetben /shogy azt a 2.8%. girbe mutatja/
upgAgabd ¢ridioliot credndnyess

Kigolebbeldl vizsgilva niudkét girbén az aktivilds 13i0-t61
132 axduyig emelkedik az 132 és 231 avdny kizitt megkizelitlleg
aconos akiiviidsi erciményeket mutat.

A szuperprecipitdlt Uledék Ysszetételénel pontosabb vizsgie
latdra gélelektroforetikus vizsgdlatokat végeztink, melyek
adatait as l.gz, tibldzat mutatie.

vdltozdst tapasstaltunk a kezdeti Peaktinemiozin ardnyhos
képest a ssuperprecipitdlt iledék sssuetételébens Ugy tlnik,
hogy oz a vdliozds egy optimdlis Feaktinemiozin ariny kialakue
ldsa feld mutat, A tdbldzat adataibdl az optimdlis ardny
331 Feaktinemiozin molengk adddilk,

Aktin és miozin relativ mennyisége.

kezdeti szuperprecipitacid| szuperprecipitdcid

utdn utan
aktin—miozin aktin miozin aktin —miozin

ardny % ardny

1:16 863 9137 1:10

1: 8 1135 8865 1. 8

1: 4 1629 8371 10§

1: 2 2345 7655 1: 3

1: 1 2543 7457 ~1: 3

2: 1 2839 7161 ~1: 3

l.s2. tdbldzat.
Az optimdlis ardny 3:1 Peaktinemiozin molenak adddilk.
A sulyardny 1l:3 Peaktinemiozinnak.
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Ez az ardnybeli vAltozds pdrhusamba dllithatd az ATPedz
aktivitds fent emlitett nivekedésdvel.

Ezen eredmények irdnyitottdk figyelmiinket arra a lehotle
ségre, hogy az optimdlisc sztvhiometrikus ardny kialakuldse
mellett a fehérje molekuldk rendezettasdg fokozdddsa hozzdjdrule
hat a megnivekedett ATP-dz aktivitds kialakuldadhoz.

Bzért a komplexek molekuldrig asszocideidjdt vizegiltuk a
clearing és a szuperprecipitdcid f4zisdban elekirommikrosskdpos

technika alkalmpzdedval, A szuperprecipitdcidt alacsony fehérje
koneentrdcidondl turbiditds nérdosel kivettlik.
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A 22,82, dbrdn lithaté a killonbozd ardnyu sktoniozin rend-
szerek szuperprecipiticidjdnak turbiditds vdliozdsa az idl

fliggvényébenas

o010 4

o~ 116 RERTRL
ad
i /‘A 121
o/ A/ °
£/
0ps |} o / °
a o
2 a2~ /
. o
. © A 7~
° A'—"A/ .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 idé (perc)
22+ 8%e Gbrae

Az dbra az alacsony fehérje konceatrdcidju fo,2 mg/ml/
1316, 134, 131 Pepktinemiozin awinyu rendaszerek turbiditds
vdltozdoa. Az ionerdsség 0,13 a pil 7 volte A twrbiditds mérés
25%-on trtént, Az ATP végkoncentrdcisin 5.10™° I volts A
mérds 540 nm tortént,
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Ahol a girbe maximume ldthatd, az a gzu gci C.
pillanata.

Ezen vizegild médszerrel kivetve a clearinget és a
szuperprecipitdcidit sorozat elektrommilkroszképos prepardtumot
készitettink,

A kbvetkezl felwételeken a miozin, aktin ds aktomiozin
negativ festéoi technikdval készillt felvételel ldthatdak.

lesuefelvétel,

A felvétel gﬂggg/;ggggggffgu glutdreldehiddel £ixdlt miozin
elektronmikroszicdpos kdpét mutatja. A fesbés o, tortént.
Az dbza j61 szemlélteti a miozin szdlakat.
Hagyitds: 150 000 x.



2. B2+ folvétel

A felvétel a Spudich médszer szerint prepardli Peaktin
képés mutatia. Nogativ festés technikdval prepardlt
anyag koncentyrdeidja 0,2 nmg/ul volt.

4 festés U0y -vel tortént,

Hagyitdss 150 000 x



3¢ 82, felvétel

A felvétel az aktomiozin jellegsetes “fenyddg® képét
szemlélteti, A fehérje koncentrdeid 0,2 mg/ml volt,
A negativ festés technikdvel tvrtént a prepardlic.

A festés UQ_ =vel,

2
Ragyitds: 150 ooo x
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A clearing f4zis folyundn kdsziilt felvételeinket ezekkel
tsszehasonlitva ast M4ttuk, hogy a clearing fizisba tobbnyie
re killindlld Peaktin éo miozin filamentumok ldthatdk, de mdr
a molekuldk egymdsmellé rendezldése is megkezdddik,

4. 8z. folvétel

A folvétel a clearing f4uis folyamatdt szemléltoti.
A fehdrje koncentrdcil 0,2 mg/ml volt, Az ionerdeség 0,13.
A pH 7o Az ATP végkonoentrdeidja 5¢10™° M volt. Kilundlld
Pegktin éo miozin filamentumok ldthaték, de az egymismellé
rendezddést is mutatja @ felvétel.
Negativ festés tockmikdval turtént a propardlds. /U0,/e
Tagyitdss 150 000 xe



- 101 -

A kbvetkezd felvdtelen az akiomiozin szuperprecipitdcid
utdnd képdét ldthatjuk. A felvételen joi ldtszik az akto=
miozinya jellewzi un. fenyddg elrendezbdds Iw.

Se8Ze felvitels

A felvétel a szuperprecipitdeid utdni aktomiozin képét
mutatja. A fehérje koncentrdcid 0,2 mg/rl ag ionerdeedg 0,13
a pli 7 volts An ATP végkoncontrdcidja 5,107 N volts A prepa=
rdlds negativ fesldés technikival készillie /U0y . A felvételon
381 1dthatd a jellegzetes fonyddg farrowhead/ szerkezet dés
az ogymismellé rendezldés.

Nagyitdss 240 ooo x,
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A souperprecipitdicid folyumdn 1létrejitt molekuldris

rendezettobg viltozdst yigsskozitds mérdei adatol is aldtdmasste
Jdke A 23. oz. dbrn ozen adatokat foglalja Usssze. Az dbya

abeissrdjdra az 146t oz ordindtdra a cpecifikus viszkositde
értéeit tintettile fel,

75/7. 1. FA 058 mg/ml
2 M 232 mg/ml
3 142

4. AM 29 mg/ml
5. FA+M 29 mg/mi

50

40

30 ° ’
// b
o= =
L / N 5
20 o

00

23. sue dbrae.

Az dbye a ssuperprecipitdld aktomiosin /134 Peaktinemiozin
ardny/ rendsser visckozitds vdltozdedt szemlélteti.
d. Bz, pirbe 0,58 ng/ml koncentrdeidju Peaktin gpecifikus

viszkozitdodt mutatjae
2 82, grbe 2,32 mg/wl miogin specifikus viszkositdedt
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de 88e gUrbe l=2.82. girbék addicidjibél tevidik Ussze.

4. 8z, girbe 2,9 mg/ml aktomiozin / 1:4 ardny / specifikus
viszkozitdedt mutatja. Ionerisség 0,13 a pH 7.
Az ATP végkoncentrdcidja 10™° M volt. A héfok
25° ¢ volt.

2. 82, _girbe 0,5 mg/ml Feaktin alacsony ionerdssdgen +
2,32 mg/ml miozin alacsony ionerdsségen.
HMindkét strukturfehériéhez 107> 1 végkoncentrdcide
ban hidegen ATP- tottiink. Majd az aktint és a
miozint elegyitettilk a viszkoziméterbe az 1:4
Pegitinemiozin ardnynak megfelellen.
A hégok 25°C volt. A pH 7.

A fenti dbrdn a kétféle mdédon létrohozott aktomiozin rende
szer viszkositds vdltosdsa ldthatée A 4.-5. 2. girbe 2,9 mg/ml
134 Pegktinemiozin ardnyu aktomiosin viszkozitds vdltozdsdt,
as l.62. girbe azs ¢l6zd aktomiozin koncentrdcidnak megfeleld
P-uktin és a 2.02. grbe pedig megfeleld miozin viszkositds
viltozdsdt mutatjo. A 3.82. girbe az P-aktin és miozin visge
kozitisok addicidjdbdl adddik. A 4.92. girbdvel jelilt anyagunk,
aktomiozinként keriilt a clearing fdzisba, mig az S«-bs girbdvel
jelzett esetében ugyanest az ardnyt kigvetleniill viszkozimetrdlds-
kor hoztuk létre. Lathatd, hogy mindkét aktomiozin viszskozie
tdsa @ clearing fdzisban felulmulja a szénitott aktomiozin vigge
kozitdsdt. Mint 8z 5.s2. girbe mutatja az gktin és miozin
molekuldk kapcsolata azomnal megtirténik és elrendezbdésilk a

pguperprecipiticid kezdetdvel vdlik teljeseés. A 4. 82, girbdbdl
82 is kitunik, hogy az aktomiozin ATP hatdsdra sem disszocidl
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Kisérleti eredményeimet a kivetkeszd pontokban szeretném
bsszefoglalni,

1./ A termépzetes és mesterséges aktomiozin rendszerekben a
clearing fdzisbll a ssuperprecipitdeié fdeisdba vald
dtnenetnél as ATP-dz aktivitds megvdltozdsa figyelhetls meg.

2./ Kisérleteink sszerint, egybehangszden az irodalmi sdatokkal
megdllapithatd, hogy az aktin és a miozin a clearing
fizisban is kaposolatban van egymdssal. Az aktin stimuldlje
a miozin ATP-dz aktivitdsdt,

3¢/ A szuperprecipiticid meginduldsinak ideje egybeesik
a rendszer ATP hasitds sebessége megviltozdsdnak idejével.
Az ATP hasitds sebossdgének mérése a szuperprecipitdcid
kovetdsénel: jé indikdtora.

4./ A szuperprecipitdicid kiterjedésekor a rendsszerben
taldlbaté ATP kb, 10% bomlik le. Ez azt a tdnyt bizomyitja
hogy @ ssuperprecipitdcidé nem az alacseny ATP koncentrdeid
kivetkozménye. g
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9¢/ A rendozerbe bevitt, elbomloit és megnaradt ATP/miozin
moldris ardnyok a szuperprecipitdcid meginduldsdnak pilla-
natdban jellegzetes tsszefliggdst mutatnak.

6./ A szuperprecipitdld ektomiozin rendszerben hirom szakass
koveti egyndsts a clearing - & sasuperprecipitdcid és a
sguperprecipiticid utini szakass.

T+/ A szuperprecipiticid kezdetét éu végdt az ATP bontds
stagndldsa jelzi, ani feltechotlen az aktomiozin rend-
gzeor fosaforild’ 4idadval kapeaolatos.

8./ A klilinbbed Peagktineniozin ardnyu azonos fehérje
koncentrdcidju aktomiozin rendszereimdél azt taldltuk,
hogy & rendszerbll szuperprecipitdld aktomiozin mennyie
sége a killonbbzl ardnyokndl tendemcidzusan vAltozik.

9./ Gélelektroforetikus vizsgdlatok segitségével viltozdst
tapasztaltunk a kesdeti Peaktinemiosin ardnyhoz képest
a szuperprecipitdlt illeddk vsssetételdében. A kinlakult
optindiis mol ardny 33l PFeaktinemiozin molenak eddédik.

10./ A?P«dz aktivitds vigsgdlataink ast musattdk, hogy &
szuperprecipitdtun Mg’ ' indukdlte ATP-ds aktivitdea
nemegalk relative, de abszolut mértékben is megnivekedett,
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1l./ A komplexek molekuldris asszocideidjdnak vizegilata
melyet elekxtroanmikroszlidpos, viszkozitis nérési vizegie-
latokkal kivettink, ast mutattdi, hogy fent emlitett
sktivitds nivekedés, nemesak a sztthiometrikus avdnyok
vdltoudednai, hanen az Feaktin-niozin woleiuldk specidlis
elrendezdddednek is a kivetkozménye.



Bguton szeretném megkisztnni Dr. GUBA FERENC egyotemi
tandrnak, a Szegedi Orvostudomdnyi Bgyetem Biokémisi Intézet
igazgatdjdnalk, hogy lehetdvé tette pzdmoumra, hogy Intécetdben
8z orvosi-bioldgiai doktori cim elnyerdéséhez disssertdcidmat

. elkészithossen,

Tovibbd kiszinetem szeretndém kifejezni a tdéma addsért,
a hasenos ¢ értékes osakmai tandosokdért, valamint as anyagi
ép eszkiz-clldtdsban nyujtott segitsdégirt.

Bzuton szeretnénm megktssztnni Dre BOROS ISTVANNAK és
Dr. NMETH ILONANAK az isomfehérjék prepardldsdban nyujtott
segitedgét, MISZARCS MAGDANAK az eolektrommilrossképos visegi-
latok elvégeésdét éo o felvételek kidrtdkelésdbon nyujtott
segitoégdt.

Végesetill kusctnetet szeretnék mondani CSEREP ROZSANAK
igen pzorgalmas, lelkiismeretes ¢és pontos technikai munkdjaért
éo Z8FBIK PALNAK a fotdmunkdk kivitelezdséért.
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Irodalonmban leirt mdédozer alapidns Finck /1965/

Alctin
Szdrazizompor készitdse Pouer és munkatdrsai alapjdn

/Peuer, lolndr, Pettko, Straub, 1948/. A szdrez isomporbdl
Gealstin kivondsa hideg desst.vizzel Drebikowski és Gergely
sserint /Drabikowski, Gergely, 1962, Spudich, 1971/,

Az igy nyert Geaktint 0,1 1 KC1, 107> 1 MgCl, végkoncentriciéju
oldatban Peaktinnd alakitva haszndltuk.

3 - miozin
BEl6d11itdoa Szent-Gylrgyi leirdsa szerint /Szent-Cytrgyi, 1945/

Pinck szerinti nmiozinbél és polimerizdlt Feaktinbél dllitottuk
eld. A két fehérje oldatot 30 percig szobahifokon tartottuk
az aktomiozin rendszer kialakuldsa miatt.



2 Elekt rogzkopos pre
Negativ festés technikdvals fixdlva a festés eldtt 2,5%

glutiraldehiddel, majd 2%-os U0, ~acetdt oldattal festve.

2
3e 1it eghat S0k
Fehérje = tartalom meghatirozdsas

Fotometrids meghatdrozdsok.

a./ Biurett médszer /Gorral, Bardawill, David, 1949/

be/ Médositott biurett mddszer.
Az emlitett biurett mddszert médositottuk, miutdn fehérje=
oldataink ionerdsségét trises dializissel dllitottuk be.
A tris zavarta a biurett mdédszert és igy uj kalibrdcids
gorbét készitettiink azzal a médositdssal, hogy mindig 0,5 ml
mértink be a dializdlt fehérje oldetbdl és ezutdn adtuk hozzd
a szikséges reagenseket és a kontrolba is bemértiink minden
esetben 0,5 ml trises dializdld oldatot. Igy vettilk fel a
kalibrdcids gorbét albuminra és természetes akitomiozinra.

ce/ Mikrobiurett mdédszer / Goa, 1953 /
Kjeldahl Ne~ meghatdrozdsa
Fehérjetartalom szdmitdsa 6,00 v 6,25 « s faktorral.

d./ Foszfor meghatdrozds
Potometridsan / Fiske, Subbarow, 1929 /
Fotometridsan / HeEibl, W.E.M. Lands, 1969 /
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s/ ATP=iz aktivitds nérés enzimhasitdsa Mommaerts
/ Green / szerint

Kégzll ke, ©9zkizik

Spektrofotométer: Spektromon 201

pH mérds Kadelkis vér pH mérd
Termosztdtoks hidzikészitdsii és Varburg késziilék
Preparativ centrifugas Janetzki K 24, Zugléi centrifuga,

mirdkettd hiithetd, ULCE /Janetzki/
Elektronmikrosakdps JEOL
Vipzkozitdsméréshezs Nédositott Oswald féle viszkoziméter
Qtfe 166 tris = ATP = re 17°Ceon 26,5
Hizigydrtminyu gélelektiroforetikus késuillék.

[+ 8 %t o

Finck miozinhoz kivond oldats
0’3 u KCI. °|°95 M mzpo4 0.015 1
Kzl‘ll’O‘ 1 ml EDTA pH 6,5 I =0,57

Finck miozinhoz szediment ujraocldd:

0,81 M KC1, 0,11 M KH2P04. o.mznr%
lmi EDTA pH 6,5 I = 1,15



Veber = Bdsall oldabs 0,6 I K1, 4,10™%n Nalico,,
107% Na,00, P = 9,

Aktin polinerizdlé oldats  o,1 H KC1, 2077 NgGl, p e

Hiogin ATPeds meghatdrozdendl hasmndlt oldats

Dislizishess 10™%8 K1, 2410”74 mevkaptootanol
Pﬂ T- 702

Ensin aktivitds meghatd= 0,5 M KC1, 4,10 amg. 520"

rozishons tris « puffer, 4«0 MATP pH 7

Aktomiozin ATP-dzs meghatdrozdishos hassndlit oldats

Dializishess 10™% i K1, 241077 M mexkaptoetanol
pH 7 = 7,2

Lnzin aktivitis mogha= 410" ma. 5410774 tris puffer,

tavoudshons 4o o 20" M ATY pH = 7

Tris pufferes dializdld oldat a szuperprecipitdcishons
5,072 i Pris puffer, 8,107 KC1
5,02 u ne1  10™%u merkaptoetanol
4,20 1 12letve 20 m mga1,

100%=08 glicerines oldat fehérjeoldat taroldsdhozs
K0, 1/15 i, Ne if0,e 2 H0 1/25 N
20™ u zom, 20™% u 1a, 2,0, 96s-08
glicerin

Foscformeghatirozdahons Bikonogén 0,2 8 + 11,7 8 mzma%.
1/2 n,‘,o
80 mlero dveel,
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1’ Triton X - 100. 2'5’ amnoniume
molibddt 6 n 52804-ben oldva.

Gélelektroforézishens

Blektrodpuffor 5x10™° § Tris, 3,80107° N glyein pH = 8,3

"A" oldat Pris 36,6 ¢ cc HCL 4,6 ml viz ad. loo ml
8 M urea

"B* oldat Acrylamid 28,6 g N,N' = Metilén = bise

acrylamid, 8 M urea
"wge oldat 10% ammoniumperszulfdt
"D" oldat 8 M uree
T:5%=08 gélkéozitén: 1 réoz A oldat
2 rész B oldat
5 rész D oldat Usszkeverds utdn
0,1 m C oldat és 0,1 ml 3=dimetile
aninopropionitril /OMPN/
Commasie-kék gélfesték li~os commassie-kék dv. oldata
1:20 ardnyba higitva 12,5/=08 TCA-val

Az oldatok képzitéséhes 2x dessztilldlt vizet haszndltunk / Di d.ve/
A kisérletekhez analitikai tisstasdgu vegysszereket haszndltunik.
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