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Az izomban lejátszódó kontrakcióé folyamat pontos biokémiai

Az ATM kémiai energiáját mechanikai munkává alakitó rend- 

strukturfehérjék kutatása sok uj adatot tárt fel. 

A vázizom kontráktills fehérjéire vonatkozó ismereteink fejlő­
dését áttekintve azt látjuk, hogy izolálásukra, tisztításukra, 
analizálásukra használt módszerek tökéletesedése következtében 

miofibrilláris feljárj ék keveréke helyett már az egyedi kontrok- 

tills proteinek vizsgálata került előtérbe.

» az

U

egy viszkózus fehérjét vont ki, amelyet miozinnak nevezett.

egyetlen fehérjéből állnak. 1941*1 

/Banga I. és Szent-Györgyi, 1941/ közölték megfigyelésüket, hogy 

darált izomból neutrális sóoldattal történő hosszantartó extrak-

cióval nyert aioain A preparátumtól eltérő tulajdonságokat 
tat ott. összetételük részletes vizsgálata a két alapvető struk- 

turfehérje, az aktin és mloain felfedezéséhez vezetett.
/Straub, 1942, 1943. Guba, 1943/. A rövid Ideig tartó extrakció 

során keletkezett miozin A igen kevés aktint tartalmazott, mig
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a ho ss кап tart 6 ©attrakcióval nyert mlozin В lényegében két protein 

komplexei aktin + miozln az egyenlő as oktotalosiimal.

Több szerző / Perry és Coroi, 195üj Drabikowaki és Gergely, 
1962} laki és mtoai, 1902? SSartonis, 1902 / 1о irta as aktin 

preparátumában újabb strukturfehórjo a tropomiosln jelenlétét, 

melyet korábban Bailey izolált /Bailey, 1940/ már izomból. Усе- 

repo as aktin és miosin kölcsönhatás regulálásában van /Kata, 1904/.

I

Röviddel azután, hogy az aktin tropomiozin szennyezését 
felismerték Kata /Kata, 1965, I960/ azt találta, hogy a 

Etiosin tartalmú aktin preparátum egy másik fehérjét is tartalmas* 

Ez a fehérje a troponin mely a tropomiozirmal együtt érzékennyé 

teszi az aktomiozint, hogy képes legyen a Ca++ közvetítésér© az 

ingerületl-kontrakciós /excitation-contraction/ folyamat össze­
kapcsolásában. A troponin regulator szereppel bír* A troponin 

CaM távollété bon gátolja az aktizHoiozin öcszekapcsolédását, Így

'

a aiofibrillumok relaxált állapotban maradnak. A troponin jelen­
tős Ca+ affinitása. Ka a Cfc++ van a 

jön létre,
olyan komplex

ily az aktin és miozln kapcsolódását már nem gátolja, 

ügy létrejöhet a kontrakció. A troponint először Bbashi és Kodama 

/Ebaehi és Kodosaa, 1905/ izolálta teljes izomból.

Legújabban Hartahorno és mtsai /llartshorne, 1909/ olyan 

bizonyitékokról számoltak be, hogy a troponin is két fehérjéből 
áll, melyek közül az egyik a troponin A a miozin és akt in közötti 
kapcsolatot gátolja, a másik a troponin J? pedig a kontraktiiis
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apparátus Caf + receptoraként működik.

Így a régi, csak miozinnak tartott preparátumról bebizonyo­

sodott, hogy legalább négy különböző fehérjét /miozin, oktin, 

tropamiozin, troponin/, de lehet hogy még több s trukturf ehérjét 

is tartalmaz. Azóta már más regulator fehérjék jelenlétét is 

igazolták /pl* ОC -aktin, ß « air.tinin, nero-miozin Aíoyler W.G. 

1970/.

Guba és latsai /Guba, 1963/a; 19бЗ/Ъ/ megfigyelték, hogy 

a miozin, aktin és tropomiozin eltávolítása után a niofibrillum 

filamontozus szorkozete megtartott, azonban a fibrillin novü uj 

atrukturfohérje kivonása után megszűnik, ügy tűnik, hogy ez a 

strukturális fehérje adja a miofibrillun filamontozus alapszer­

kezetét. /Guba és mtoai, 1964» Guba, I960/.

Bár az izomműködésben szerepet játszó egyes alkotórészek 

morfológiai és funkcionális sajátságairól sokat tudunk már, a 

kontrakció és relaxáció pontos biokémiai mechanizmusa még vi­

tatott. nehezíti a kérdést az, hogy a ozubcelluláris /molekuláris/ 

szinten kapott eredményeket kell összekapcsolni egy lényegesen 

magosabb szervezettségi fokon álló szövet működésének eredményé-

A különböző szinten nyert ismereteket a kémiai, biokémiai,

szintézisbe^/ hozni, hogy azok a működő izom egész© és vizsgált 

részei közötti dialektikus egységet tükrözzék.
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A részéredmények helyes értékelésének fontosságát hang­
súlyossá özent-Györgyi /Szent-Györgyi, 1956/, alábbi idő so te* 

" Sok bonyodalom tulajdonítható annak, hogy a miozin as enzim 

definícióját kimeríti, mivel ATP-bol ADP-t ós P^-t hős létre, 

anélkül, hogy 

a miozin nem
hogy mozgást produkál* ” / Much confusion 

fact that, in

felhasználódna• Lényegét tekintve asonban 

, funkciója nem az ATP hasítása, hanem az,
is due to tho• •••

ways, myosin conforms to the definition 

ADP phosphate out of ATP without 
self being used up* But, in other ways, myosin is not an enzyme 

at all, for its function is not to split ATP, but to produce 

motion* Szent-Györgyi General views on the chemistry of muscle 

contraction* /Port sehr. Karúid. jl. 6-51, 1956, Szánt-Györgyi/*

of an enzyme since it oak

A modell-kisérletekff, ha azemelőtt tartjuk érvényességük 

határait, jó megközelítését jelenthetik az izomműködés bonyo­
lult folyamatának, mivel egyszerűsítik és biokémiai vizsgálatok 

számára hozzáférhetőbbé teszik a kémiai energia mechanikai 
munkává alakításának sokrétű folyamatát*

Hon célom az izom modellek részletes ismertetése, ezért 
csak röviden utalnék az ezen modellekkel kapcsolatos leg­
fontosabb megfigyelésekre*

A nativ izom szerkezetéhez legközelebb állé modell a 

üljccFlimol oft troliét Imre#. /Ssent-OyorGyi. 1949/ neefolelő

*
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körülmények között nemcsak kvolitativo, hanem kvantitative io 

nogkozeliti as élű Izom működési sajátságait /Webor ée Portzehl, 
1952/. Esőn a modellen bizonyították be, hogy az oktomiozin óo 

ATP közötti reakció képezi a fizblógiás izomkontrakeiő fizikai- 

kémiai alapját /Wober, 1951/«

A mlofibrllli-aa ozneznenzió /Perry, 1951, 195«/ as izom­
működés elemi egységeit izoláltan tartalmazza. Fázlakontroozt- 

mücroozkóppal jól látható az egyes mlofibtrillunok haráatcoiko- 

lata, valamint ATP hatására megfelelő körülmények között bő- 

következő kontrakciójuk.

A glicerinnel extraliált izomrost és a miofibrillum- 

szuszpenzió as izom mikroszkópos szerkezetét megtartó modell-
rendssorok.

A strukturf eljárj ékből izolálás;!: után létrehozott modo 11-
oc oktomiozin rendszer jelleg­

zetes kolloidális változása a sznpororecipltáció.
rondsseroki az

:hgelhardt óo özent-Györgyi egymástól függetlenül óozlel-
. ki*

ték 1940-bon, hogy а» eirorocp^r ionerőssógü /0,1 ti КС1/ oldatba
fújt oktomiozin szál fizikai sajátságai ATP hatására megvál­
toznak. Engelhardt az oktomiozin szálak nyithatóságának nö-

vokodósét irta le. Szent-Györgyi pedig kontrakciójukat. Az 

aktomiosin szálak kontrakciója nagyon hasonlít az izomrostok 

müködósére /webor, 1951, Weber és Partsehl, 1952/, lényeges 

különbség azonban, hogy mig az izomrost működésekor rövidül
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úo vastagszik, as aktooiosin a sál minden irányban rövidül* 

Ssent-Györgyi őst a különbségűt a esel magyardsta, hogy a ósdiban a 

fehérje niccllűk orientálót Izmok,

1951/.

/Seent-Gyürgyi,ав

Ssent-Györgyi /Ssent-Györgyi, 1941-1942/ irta le először, 
hogy ATP hatására az aktoaioain szusspensión sajátos körülményei; 
kösött különös kolloid jelenség játszódik lo, as u.n. ssiroer- 

iareclaitáclé. A jelenség lény ego a fehérje-rendszerben ATP huta­
sára létrejövő a serke se ti váltósáé, látható jole as Ш /alcto-
miosin/ floldkulusok aggregáluáűsa, dehidratalódása és zsugorodása.

ATP koncentráció hatására asonbon a osuperprecipitácié 

fdsisdt u*n* Clearing fdsis olősi moly az oktemiosin oldat

feltisstiüásdban nyilvánul ж A*

A clearing és esuperprecipitácié körülményei kösött olyan 

molekuláris reuüozefceégtíeli változás jön létre as aktomiosin
rendsserben, mely analógiába állítható as isaamüködős során
bokövotlceső váltorosokkal*

Disszertációmban a

áun-lra. a alosta áo oittln nol

НиШ fcüsüttt artto 60 fett
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I. AZ IZGIS STRUEPUBFBHÉSJÉK*

■■i

J.t „lg. £&g*

A vdaiaaa a gyoro, akaratlagoa nosgácok végsóaáro differen­
ciálódott csövet. Rootoo felopitőicrü. A rootokon raikrooskóppal jól 
látható iiarántccikolat as isora strukturfehórjóinek egyenlőtlen 

olooalásából következő fónytürt^Gi különbségekből adódik.

határolja, noly tipuooa «unit 
nonbrán" ssorkosotü plaaaaaoxabrdnból ós aat kívülről boritó 

ibránból áll. Funkciója egyróost anyagok ód ionok 

aktiv transzportja, raáüráGEt az ingerület olektraaos joleuaógci 
játasódnak le rajta.

As isorarostot

A esarkoplasaa, vagy isora- cytoplasm különböző oojt-

organelluraokat ód a raioflbrilluraakat tortáim só haraogón intra-

,trix a viaoldókony taiogőncollulória anyag. As u.n. hialoplasm 

fohórje frakciókat tartolraassa, nolyben a Glikolisia onsirajei

találhatók.

A oo;itraor,ok többnyire a liatárhártya köaelóben hülyéskednek 

el, anyaguk olyan rétikulário usori: esető, noly a roat kontrakciója 

óo relaxációja Gorán váltoshat.

A zaitokondriisaok a raiofibrilluraok kösvotlen GSoraosódGágúban 

találhatók, as enerciahástartáabaa rendkívül fontosak, belső
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raaabránjuk redősött felszínén az u.n. krisstákon helyezkednek
el a terminális oxidáció és oxidativ foszforilálás onzimrond-

a vürösizeraban több, mint a

f ©harisomban, és a számuk ás az izom aktivitása között határo­
zott összefüggés van. Sok és erősen strukturált mitokondrium 

aktiv anyagcseréjét tükrözi, közvetlen közelségük a 

mlofibrillumokhos pedig az izom-kontrakció nagy ATP igényére
az

utol*

Az izom működése szempontjából igen fontos membrán-
/az egész citoplazaát behálózó csőrendszer, melyet

összefoglalóan szarko - tubuláris rendszernek neveznek. Két
komponense van: a
vers tubulusok rendszere* az u.n. T-rendsaer.

A szoxkoplazmatikus rotikulum a miofibrillumokkal párhuza- 

moean haladó, azokat körülvevő, egymással összefüggő csator­
nák és ciszternák rendszere. Legjellemzőbb tulajdonsága, hogy 

üa++-t képes folszaboditani és visoeakötni koncentráció gradiens
ellenében is. A í-rondszor a felszíni
mély botilremkodéseiből jön létre, tulajdonképpen az extra- 

collularis tér meghosszabbitásainak tekinthetők. Funkciójuk 

a sejt depolarizációját követő impulzus gyors vezetése a sejt 

belsejébe.

A ozarkoplazmatikus retikulum csatornái a miofibrillumok 

2 vonalai szintjében a tubulusaival igen szoros
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kapcsolatba kerülnek triádjaik, pontádjaik révén.

A csarkotubulárlo rendszer igen fontos szerepet játszik
létrehozá-

sában. A membrán Ingerületet követően Ca'M' szabadul fel a 

szarkoplaznatihua retikulumból, os aktiválja kontrakcióra a 

miofibrillumokat* azután a szarkoplazmatikus retikulura Ca-pumpa 

mechanizmusa révén a Ca*+-t visssaszivja* és ezzel az izom 

relaxációsak megfelelő intracolluláris Ca^ szintet hoz létre. 

Ezért a szarkoplazmatikus retikulumot relaxáló-faktornak is 

nevezik.

az

Az izom-citoplasma, mint emlitettem a sejtorganeilumok 

mellett a miofibrillumokat tartalmazza. A taiofibrillum az 

izomműködés legkisebb morfológiai és funkcionális egysége.

1. 2. A miofibrillua szerkezete.

A niofibrillumok & szarkoplazíaában elosztva» vagy igen 

sokszor keresztmetszetben poligonálls alakú csoportokban 

/Conheim-félo mezők/ rendeződnek el.

A miofibrillumokat izoláltan vizsgálva megállapították, 

hogy a liorántcűikolat szerkezeti fehérjéik egyenletlon elosz­
lásából ered /Huxley, 196o/.

Csak röviden szeretnék foglalkozni a miofibrillumok fila- 

mentário szerkezetével, valamint az izomműködéssel kapcsolatos
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teóriákkal, mivel esek részletes elemzése meghaladná о disszertáció 

kereteit.

Aa elektronmikroszkópos vizsgálatok segítségével láthatóvá 

vált, has/ Ol harántcsíkolt izom raiofltellluaal további fiia­
mon tár is felépítésűek /Richards, Anderson, Ilaace, 1942} Guba, 1954, 
Vajda, Guba, Harsány!, 1965, 1966/. As is megállapítást nyert, 
hogy a niofibrillm filamcatáris felépítése nem orvséres. /Huxloy, 
1957/. Kétféle, vékony ős vas tar, dioskontinuus fonalrends sor 

ópiti föl a nlofibrillumokat. Strukturfehérjái kát egymástól el­
különült ozupromolokuldrio rendszerben helyezkednek ol.

A kát fiiamon táris rondo sor, anélkül, hogy rajtuk külön- 

külön báitaifólo rövidülés, fölcsavarodás, stb. lejátosóúna, 
működés során egymásba tolódnak.

Huxloy ezen elmélete as u.n. " sliding olmélot ".

Huxley elmélete szerint, tehát az izomban kétféle filamen- 

táris rendszer van, a vas tar vagy nylraér fonalai; és a vékoav 

vagy szekundér fonalak.

A következő ábrán a mlofibrillum fölépítését szemléltetem 

Huxloy szerint. / l.oz. ábra. /
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1. в?., ábra.

A miofihrlllumok filaraontáris fölépítése Huxley nyomán*

A niofibrillum ismétlődő ©őrséé© c ssarkomór. melyet két 

■й.ДЯИР* betárol* А asarkomér küsopén setét A esik látható, 

orváén kettőstörő /anisotrop/ széléin a két fél I csJ'c vilá­

gosabb, kevésbé keitestűre /izotróp/ polarizált fényben*

>iy

A vastag fonalak, a primer fonalak, melyek a aearkaoér köz©-

áthaladnak és as sacrzaentianpén helyezkednek el oz m menbréSAUiUi

I»tárán vakon végsődnek.

:.v-en fonalak adatai: kb* IOC £ vastagok, 1,5 /л hosszúak*

400 Ä távoleácro oldalágakat tartalmasnak* Esők a székiműér 

fonalak felé mutatnak, és feltehetólag összeköttetési biztosítanak 

azokkal*

I
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1./ a viaoldékony és

2./ a Strukturfehérjékre•

A disszórtadombon a vizoldékony fehérjékkel пота foglalko­

zom, csak a strukturális fehérjékkel*

A strukturf ehérj ék kinyerése esnie megfelelő körülmények 

között lehetséges* Az oxtroháláo »kát befolyásolja a pH, ionorőoség, 

stb* A vizoldékony fehérjék eltávolítása után az izem alapvető

Részletesen csak a cdozinnal. akt innal és a két feliérje 

kctaploxéhől kialakuló dtomlozinnal kívánok foglalkozni.

1. 3. A miozin sajátságai.

loloxált állapotú izomból o,3 ionerőoságtt sóoldattal könnyön 

kioldható a miozin. A miofibrillum fehérjéinek mintegy felét 

adja. /Hamson, Huxley, 1957, líarsányi, Guba, 19b3/a./ Mivel а 

niozin makromolekula, felvetődik, hogy nem több flsikai-kémiailag 

jól definiálható fehérje komplexe - e?

A miozin moleulya még jelenleg sem tisztázott, annak 

ellenére, hogy a vizsgálatok ez irányba igen sokrétűek. A miozin

molekula egy hosszú pálca részből, kb. 15o nm ón ehhez kap»

tevődik össze. A két részcsolódó rJLobulárls részből, kb. lo



•tipooiCu рв0!}.га S0 Аомп adasj эпзтвшэ вхщ^хош птзоти у

•tuqp »го тг

L

.

*000 О >&»:•*

WU0S •"“«-г000OSI ** тши 06 ~
ИН1

----,------II
]

:.txxxxooooooooocx
Г1 *>

'7‘7

ujodod if uied/ji

Л , -'s

•%ща.ояа /696Т *Абж»ч/ pau^tn cp Aomq. ^.ptlpH спзгг» 

в 14®$>хрт«®*в шшоорхтл ooq« *и0*г у

•!Не?ев*ХЛТ*=Т0 2р-да яо ар 

о ЧлрЭрв^юзгррто От Í1TI SV 

%Щ V Eö *лррэ0р0*врвэ «тпзююа trpsopa v

*дрЭрааа<Зрз* о^йзс-щ:^ от ^Грэй

•арюто^ ti

•/ЙЕН/ «ДОвоАшмММИШКр • ÉÉlRfsernsj-öxora ооо*оК « в ‘/ГО/

IWfMPPfiM —»»ft SS V •«■*«*

Ü в авш»пТ>ДЭэ /TS/ 4nÄTne«r^*toa зтсряолоахя *дц^ Irts 

гард орфхщохЭ V ср ősapa: /^s/ ta* 05 »qaj зорл плазввзгсохрй в вр

ш®ш*й*гя

/ШП/ атяотгаолоа-х яв аи об ’ад ‘взавзргза АЗо зврл ßo*mioj*p3i в

tmqÄxorae Чрхшртош nmsewnpxpd ЧхрЭиохэ дазоло зв вррв W&So

* П -



* 15 •

Az ábrán jól látható a molekula azon két pontja* melyek 

nagyon érzékenyek a proteolitikus enzioliatására*

Ab 1Ш aggregúlédásra hajlamos fiziológiás körülmények ki?- 

sött. Ezen tulajdonság valósziniilog igen nagy szerepet játszik a 

rniozin molekulák f Alataentumba való beilleszkedésekor* Igen ér­
dekes, hogy a pálca következő része /íig/, mely a két érzékeny 

pont között van пш aggregálódik sem önmagával, sem az ШЗ-nal« 

Fiziológiás körülmények között teljesen oldatban van* As ábrá­
ból kitűnik as is, hogy а НШ1 réssé az S2 ás оzubfragoont im- 

ból tevődik öosse*

Biróék feltételezése szerint /Bálint, 1971/ az Ш rész is 

IwroD részből áll L^, Lg, L^-ból*

Újabb vizsgálatok a mloain molekula peptid láncainak fel­
derítésére irányulnak*

icrrie és Perry /Perrie és Perry, 197о/ a aiozint Ö U ureá- 

vai kezelte, majd keményitő gélben futtatva azt tapasztalta, 
hogy a preparátum egy része nem hatolt be a gélbe /u.n. II lánc*/ 

a gélbe bejutott rész három kis molekulosulyu komponenst adott*
A H-lánc molekulasúlyának meghatározása céljából a kutatók arra 

törekedtek, hogy olyan eljárást alkalmazzanak, amely lehetővé 

teszi a nagy nolekulasulyu komponensek bejutását a gélbe* 

dari^ir és mtsai /íiarkar, 197o/ Ila-dodecilszulfátos gélolektro-
forésiasel a H láncot 2oo.ooo molekulasúlyшшк találta és 

kivül három "könnyű" peptid láncot 

súlya 29«ooo, 17*ooo ős IS.ooo volt* (%

oknok molekula-»

8J I s)
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A taloain jollcgzotes sajátságai keizú tartozik a különböző 

ionokkal szemben tanúsított viselkedése. Különböző katlanokat 

nagy affinitással köti /Szent-GyörGyi, 1945, Mihályi, 195o, Erdős,
Vizsgálataik szerint a miozin 

9 lanerősségen /o,o25 Iá КС1/ 
gél állapotba megy át, a gél víztartalma 95&* /Szent-GyörGyi, 1945/« 

Ilyen körülmények között а К’ a f ehérj о izoelcktromospontját 
nGgváltodatják 5,4-ről 6,9-rc. Ezért van az, hogy noutráliö 

sokancentráció esetén a í'ehérje kicsapódik.
KC1 koncentráció visszaállítja az eredeti pH ° 5,4 

izoclektraaoo pontot, de Hg44, Ca44, és K4 jelenlétében istáét 
6,9 pH felé változik. A Ca'"* és Mg’’4 kompoticiőban vannak a 

miozin kötőhelyeiért, és a Ca'-’ erőcobbcn kötődik, mint a Mg*”* 
/Шгиуаиа, Watanaba, 1962/.

1940, Weber, 1959, Ebasi, 
vizöldökany fehérje, mely

рП-тШ

Polianionok pl. ATP nem kötődnek a olosin molekulához 

csak abbén az esetben, lm már van kötött kation a molekulán. 
Ca44 és Mg44 ionok, valamint egyvegyértékű kationok jelenléte 

teliát elősegíti az ATP kötődését a molekulához, 
ionorősoégen lévő miozin oldódását az ATP elősegíti, do a 

kötött K4 nem válnak le a miozin molekuláról. /Szent-Györgyl, 
1Э45/. A megkötődő ATP a molekulának negatív töltést ad, el­

tolja az iöoolüktrüuou pontot és neutrális pH-n oldatba megy a 

miozin. Az íönkötést nagymértékben befolyásolják a miozin mole- 

kula czulfhidril csoportjai. Feltételezések szerint a fehérje 

több kation kötőhollyel is rendelkezik, molyok kationokkal

-£
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azonos. /Ilühlraü, Bíró, Vértes, 1902/. 

A miozin iankötőképessógé t azonban igen nagymértékben befolyá­
solja a másik Strukturfehérjénei; az aktinnak a jelenléte.

szamboni affinitása

A miozin enzim sajátsáig közül lógj olontooebb as ATP-d.-, 

aktivitása. A miozin ATP-áz aktivitásánál egy mgymolekuláju 

fohérj о és a viszonylag kismolekuláju A7P kölcsönhatása szere­
pel. In vitro feltehetőleg as AIP kidrolitikus bontásáról van 

szó» do a ezubsztrát megkötése az encinfeher jérő is módosító 

hatással van. Szeretném megemlíteni, hogy a miozin nen csupán 

ATl’-re ható enzim. A különböző nukleotid trifoszf 

aktivitással kötődnek a miozin aktiv ccerfcromához.

ГЫ
k. ^

\

legkisebb Michaelis konstansa a miozin ATP-nolc van, igy a 

niozin ATP-vel mutatja a legnagyobb affinitást.

Az ASJP-áz folyamatát vizsgálva megállapították Д/еЬог, 1955» 

Haoselbach, 1957/, hogy a nlozin ATP-áz aktivitása nagy sebesség­
gel India, ezt nevezik iniciális aktivitásnak, majd csökken, 
iirmek alapján Weber a miozin foozforilációját feltételezi az 

ATP-ds működés alatt /Gergely, Гатуааа, i960/. Az enziranüködéo- 

iteo hatást Gyakorol a pH és a hckaéroéklot. Az 

ionok közül a Mg4+, Ca++, és a K+. Itt említeném meg röviden, 
hogy ismerünk módosító anyásokat, melyek megváltoztatják a fe­

hérje térszerkezetet, ezáltal a Mg5

kenyséc is nagyobb lesz, és ez aktivitás fokozódáshoz vezet.

Az izearafehér jók közül ilyen módosító szerepe van az aktianak.

re, mint ii

és Ga * "-kai szembeni érzé-
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ötraab 1942-ben fedezte íol as aktlnt* /Straub» 1942/* 

Ltíöállapitotta, hogy as aktinnak két form ja ismeretes* fílobu«. 
láaria O-aktin óo fibrillúric P-aktin /ütroub, 1943/. A G ioiraát 
luonar-.oxaok» as F-£caraát polmdwaek tekintik. A miofibrillisaban 

kb* 19-20^ aktin van. Előállítása a aiozin vaey alctoiaiosia rész­
lege eltávolítása után ocotonos ssárasiscea-porból történhet 
/ötnaub, 1942/. A szána&izociporből előállított akt in G főáradban 

vau jelen ее ьайа lel логj ékkel erősen szennyezett, főként tropo- 

nioziannl, troponínaal és aktininnol. A G-akíin szennyezettsége 

csökkenthető, lia as aktint a szoitxzporbol alacsony hcfaőrsókle tan. 
nyerik ki. As aktin tisztítása történhet ültracentriftöáldssal 
/Spudich, 1971/ ultracöíitrifJAQálással és célssüréesel /Roeoy-Ypunß, 
1967/. A tisztított G-aktín monomerek polimerizáló sóoldat 
/0,1 Li KCl Irak KöClg/ hatására felpolimerizálbatók F-aktiaaá, és 

ez a polimcrizáciő а Щ+* koncentráció füGßvenye*

Az akt in általánosan elfogadott noiokuiasulya uo.ooo.

A következő ábrán / 3.sa*ibra / az aktin filaciontira 

kezet! modellje látható Ebaahi szerint /Eboshl, 1972/*
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, : ; V . \ «

Troponin

*

V-*. :

•' 1 , • k'. i
Tropomyosin

10 nm

<. .
;. *

!' .t» '

t

3# au# ábra*

Ай aktin filaraentum sserkezoti modellje Ebeehi ayaoáa#
■*

Au ábra aa aktia monomerek bél felépüli P-aktia láncot és 

a regulator fehérjék elhelyeakadóöét mutatja# A troponin nolo- 

kula 400 i távolságban au akiin. molekulák kücött éppen a tropo- 

niosin rost kapcaolódásájoál található»

• ' < : .

'"MV -:.e

*'■ :a .

A 0-aktin jelleiaaé tulajdonsága, hogy kötött A$P-t tartal­
mas# As AífP a G-aktinra stabilisaié effektust gyakorol* A 

G-aktiu jellegzetes tulajdonsága, hogy sé hatására polimori- 

sálédai képes, és ekkor P- formává alakul át# Б folyamat 
együtt jár au adenosiíi-3’-fosufát defassforilációjavai#
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Vizsgálatokat végeztek a nukleotidok éa fehérje közötti 

kölcsüühatásokkaX kapcsolatban. xaaurt tény, hegy a C-aktinban 

jelenlévő A5Ji?»t könnyön def crazf óráiéiba t jak a különböző enzimek# 

/pl. hoxokináz, apirás/. A kísérletekből kitűnt» hogy egyensúly 

van a G-aktinban, levő szabad és kötött A5k* között. Izotópos 

vizsgálatokat végeztek én azt találták, hogy a ff-okt inhoz kötött 

A'i'P könnyen kicserélhető a rendszerben szabau állapotban lévő 

ATP-vel. As F-ektinhoz kötött Alii5 kicserélődésnek lánnyá orra 

utal» hogy os eset bon sokkal erősebb nukloo t id-f ebérj e kapcsolat* 

ről van szó.

Annak kimutatása, hagy a G-i‘ormáju aktinban a nukleotidok

kicserélődése megtörténik, mig as F-aíctinban ez hiányzik, lehe­

tővé tette annak tanulmányozását, hogy a G-F-G transzformáció 

a:: izom kontrakcióban milyen szerepet játszik.

1. 5. As •a

A 1ohérjék nagyfoka raudozetteégben vannak egymás mellett 

as izom szerkezetében. Ibctrahálásukfcor egymással képezett 

komplexeik fomaá jóban vannak jelen. így komplexet képes az 

aktin Ós miosin, melyet aktomiozinmlr neveimék.

Az oktomiozin a mLoxibrilláris fehérjéknek ?o-oo£-át 

adja. Az izomműködésre vonatkozó elméletek kivétel nélkül 

az izomműködés középpontjába az aktamiozint állítják.
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A nőd azonban, ahogy az aktamlozln résztvooz a kontrakció 

éo rolaxáció ciklusában még tisztázott.telj

A disszertációmban az aktomiozin rendszer tulaj donoágait
ly az izom körül-abból a szemszögből szőretnén isnortetni,

mónyolnek megfelelő.

Az aktomiozint az izomra vonatkozó biokémiai vizsgálatok
kezdetén egységes fehérjének tekintotték. Mmc által izomból 
kivont szerkezeti fehérje a "miozln" valójában aktooiozin volt.

Az aktomiozinról, hogy komplex vegyülot először Szent-Györgyi 
mutatta ki. /Banga, Szent-Györgyi, 1941/. Egyik komponensét az 

aktint Straub, majd a másik komponensét a miozint Guba és Straub 

mutatták ki. /Straub, 1942, Guba, Straub, 1943» Szent-Györgyi, 

1943/.

Ezután már könnyebb volt párhuzamba állítani az izomból 
közvetlenül kivont B-aiozint /természetes aktooiozint/ és a 

oiozinból éo aktinból létrehozott mesterséges aktoalozint.

Mint ismeretes, az aktamiozint az izomból aober-Edooll 
oldattal történő extraháláosal nyerik. /Banga, Szent-Györgyi, 
1941, 1942/. Az oldat 
aktooiozinmk többszöri átcoapáosal történhet. Az áteoapáe 

úgy történik, hogy az oldat ioncrősségét o,l körüli értékre 

csökkentik, majd ismét o,5 iancrőosdgüre vicszaoldjúk /Ssent- 

Györgyi, 1945/.

viszkozitása igen mftgete. tisztítása az
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»ОШ viszkozitású oktoniozlat адогаок аЫш> 

is, ha tisztított mioziabol és tisztított F-aktinból állítják 

elő a mesterséges aktomiosint.

az esetben

A természetes és mesterséges aktomlozin között czidoig alap­
vető különbséget

alapján n® találtak differenciát, ultracentrifugáé vizsgálatok 

azonban azt mutatták, hogy az aktinon és a miozlnen kivül más 

komponensek is szerepelnek a természetes aktomlozin komploxben 

/Guba, Vajda, Szőke, Harsány!, Kovács, 1966/,

iterséges oktooiozinbaa 3A
aktomiozinbaa 5 komponenst találtak.

HuaűLeyvol ©Győzőén "fenyőág* képződményeket irtok le, /Huxloy,
1963, Guba, 1966/,

Ahhoz, hooy a későbbiek során a szuporprocipitáeié necboniz-

éa aktin közötti kapcsolat természetére, valamint az aktin módo­
sító hatására is. Ha tisztított miosin és P-oktin oldatot össae-

lonorőssáeen, aide or egy víszkézue anyagot kapnak.kevernek

Az uj fehérje oldat viszkozitása lényegesen magasabb? mint a két

itt komplex képződés lép fel, A fehérjék összekapcsolódnak. Guba 

vizsgálatai azt mutatták* hogy a sókonccntnűcié emelésével a kát 
fehérje közötti kötés megszüntethető /Guba, 1943/ viszkozitása © 

miosin és aktin viszkozitásának összegére visszaesik. Az akto*
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miozin komplex ATP Íratására ic hasonlóan viselkedik# Pontosab­
ban, lm Е komplexhez ATP-t adtai:, akkor ez az aktoaiosin rendszer 

kisebb egységekre való bontásához vezotett# Es a felbomlás azonban 

csak pliianatozerü. A disszociációt viszkozitás csökkenés jelzi.

Ezt a viszkozitás csökkenésoel Járó bomlást nevezik az 

aktoroiozin ATP érzékenységének# Аз ATP hatására bekövetkező
viszkozitás csökkenés bizonyos intervallumon bőiül az aktin-
koncesntrációval is arányos*

A komplex kialakításában jelentős szereppel birmk a 

feljárj ók reaktiv csoportjai# Az aktoraiosin komplex létrejötte-

1947/. Az aktinnak a Híg csoportja nélkülözhetetlen a 

komplex kialakításához# A szabad Iliig a lizintől származik# Ha
azonban az aktin szabad Síi osoportja vagy a miosin szabad HHg 

csoportja blokkolt akkor még az aktomiozln komplex kialakul#

Az elektronmikroszkópos megfigyelésük szerint /Guba, I960/ 
ha különböző aktint miosin arányú aktomiozin komplexeket vizsgál­
tak azt találták, hogy minden esetben más komplex jön létre.
Ez arra enged következtetni, hogy a miozin és az akt in össsokap-
csoládásakor az aggrogálódás más és raás leimt, az aránytól függően.
Fel tételezik, hogy amikor a miozin az «aktinnal összekapcsoló­
dik a dixaér aktinból monomer aktin lesz. Ha a rendszerben ATP 

is van, akkor ez a folyamat azonnal bekövetkezik és kialakulnak 

az aktán diaerek. Az AT? olbomláca után az akt in 

pótban van. A vizsgálati eredményekből úgy tűnik, hogy az aktomio-
ogy egyszerű aktln-miosin rendszer kiala-

álla-

sin kialakulásakor
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kulásóról van ásó, hon* egy opocifikus elrendeződésről•

Ab el ok tronnikroa skópos vizsgálatok, visskositáo adatok 

azt mutatják, hogy аз aktin és miosin egyesülésekor keletkeső
aktomiosin uj tulajdonságú anyag, melynek sajátságai nem additive

Ab aktomiosin komplex jellegsotoc sajátságokat mutat egy 

ód kétértékű ionok és polianionoic jelenlétében. ílcvesotten 

K*, Mß**, Ca** ionok jelenléte, valamint ATP relativ mennyisége 

a komplex disszociációjához ill. dehidratálődásáhos vezethet.

A kísérletek ast mutatják, hogy as akt in módos it ja a mioain 

tulajdonságait. ügy tűnik, hogy különösen a polianionoic specifi­
kus kötését és hatását befolyásolja. As aktin molelmla a miosin 

molekulának icon speciális résseivol kapcsolódik, és igy válik 

a miosin érsékonyobbó ЛТР-vol osomben.

A miosin AfP-ás aktivitását io as aktin mocváltostatja. 
Est a vált ©sást igazolja as a tény, hogy a miosin ATP-ás 

aktivitását a Ca4! jelenléte fokossá, miß a He** jolonléto 

gátolja.

Foltétolosik, hocy as ATP és as aktin a miosin molekula 

^gyártáson holyéhes kötődik. Feltehetőleg as ionok minőségének 

és mennyioécénok igen nagy asoropo lehet abban, hogy a miosin 

képes legyen aktin és ASP egyidejű megkötésére.

c?
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II. A SZUFERPRECIPITAcIÓ. MINT AZ Ifl

Az előző fejezetben röviden ismertet tea az ATP-nek az 

aktomioziana gyakorolt hatását. Az ATP másik, régóta ismert 
és sokat vizsgált liatása az aktoaiozinra, a a

zett szerkezeti átalakulás és ezt az izomkontrakció modelljé­
nek tekintik.

jpitációnakййапащый

ima

az aktomiozin gél-ionerességen, mint 
formában van jelen. A legtöbb tanulmányt aktomiozin gélen végez­
ték. A géllel nehezebb dolgozni, de mivel az élő izomban sincs 

az aktomiozin oldatban, ezért választották összehasonlítási alap­
nak. A miafibrillumokban azonban a kontraktilis fehérjék szoro­
sabban helyezkednek el és sokkal rendezettebbek, mint az oxtra­
liált fehérjékből preparált aktomiozinbon.

bűnt ismeretes, a mxozin specifikus kolloid sajátsággal 
rendelkező fehérje. Ezen sajátságát befolyásolja a környezetben 

lévő ionok koncentrációja. A fehérje szól - Gál reverzibilis áta­
lakulásra képes. Est az átalaktilást még speciálisabbá teszi a 

másik strukturfehérje, az aktin jelenléte.

disszociált - komplex - szól, 
komplex - szól, hidratált - komplex gól, dehidratált - komplex - gól,

Az aktomiozin
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disszociált komplex - cél /niosin-cél/ rovorsibilio átalakulásra 

képes.

Itt szeretném ismertetni a osupcrprocipitácié létrehozásának 

körülményeit, valamint a fisiko- kémiai változásokat as okto- 

miosin komplexben oloarinc és a osuporprocipitácié során.

II. 1. Д

ionoroosécen

/0,5-0,6 ш КС1/ ASP-t adnak, okkor огив visskosiiás csökkenés 

lép föl. Est о joloaaécot úgy uagyarássák, lioey as aktomioaän 

dicssocial aloslnra és P-aktlara. /Gorcoly, 1959, Johnson P, és 

Landolt, 1950, üartuuosi, Gouvea és Gergely, i960/*

Hint ismeretes, ha as aktomioslnhos

üint as oloső fejősét bon már említettem a uiosin és as 

oktomiosin eins imaktlvi tusát a jelenlévő egy és tübbártékü ionok 

erősen befolyásolják. Asanbon nemcsak oson tulajdonságát honom a 

komplex kolloid átalakulását is.

XJa as ionorűsaécot as aktouiosin rendszerben as lsemben 

lévő körülmény oknok oofífelelőon alakit jól; ki, neveset ton a 

pH в 7, os ionorőeséfí kb. o,13 - o,15 és aa oldat tartalmas 

10~4 EJ liß-*'4' és 10*Gü Ca" is, akkor a fehérje cél formában 

van jelen. Ha as oktomiosin célhes^as^s koncentrációban AfP-t 
adtak / le"-5 13 / as ismertetett viszonyok mollott akkor йщ,
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о» # < I
* ionorőooégnél a viszkozitás csökkenés / és itt io 

feltételezi!;, hogy as aktooiozin disszociált állapotban van«
mint a

: st a a
^ >

Ha as aktotaiozin gól rendszerhez alacsony koncon trációtxm adtak
ATP-t, okkor -e@r/azonnali turbiditáa növekedést észlel tok, éo a 

gél összezsugorodott és vizet veszitott« zz a folyamat a sainerésis. 
A sziaorézis a gél térfogat csökkenését eredményezte. Az üledék

az ASM? hozzáadása előtt, Ш a folyamat 
AÍP konoontráció

térfogata kisebb volt 

t ellát clearing nélkül 
akkor szinoréziorol beszélünk* / Katz, 1970 /•

iia a rendszerhez 10*° U-nái nagyobb koncentrációban ATB-t

'Ж végbeillett

adnak a komplex szói állapotba megy át és valószínűleg vagy 

P-aktinra és mioziara vagy kisebb egységekre bomlik. Ezt a
már clearing fázisnak 

nevezik, A keletkező miozin lassan bontja az A2P*t és közben a 

rendszer gélesedik és ezen túlmenően deliidratálódik. Ezt a .leien«»

gél - szól átalakulást, mint említett*

változása.

Mint az előzőekben említettem feltételezik, hogy a clearing 

fázisban az aktomlozln komplex miosinra és F«*ektinra disszociál.
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(

irodalma ellenéro tisztázott, hogy ez aЛ

tisztázatlan kérdés még, hogy a mjozln és aktin viszonya

Ha az aktosaiozin rendszer Sig++ indukálta AtP-áz aktivitását 

követték, megállapították, hogy a keadeti iá bioban ez kisebb volt, 

mint a szuperprecipitációs fázisban és ebből következtettek a 

dicszociáoióra.

Megjegyezték, hogy aa ATP-áz aktivitás mértéke a ozupor- 

procipitáciő alatt 15x nő a dealing fázis első perceihez viszonyít­
va. /Gergely, i960/.

és fehérje koncent-
íV<rációnál a clearing fázisban az ATP-áz aktivitás valamivel 

&мтЫ>. Magasabb fehérje koncentrációnál a ssuperprecipitácié is 

gyorsabban megy végbe. Gergely és mtsai /Gergely, i960/ ultra­
centrifugáé eredményekkel támasztja alá elképzeléseit. Alacsony
lonerosségen clearing©t hoztak létre. Kísérleteiket alacsony hó­
fokon végezték igy a olesringet megnyujtották. Ekkor oz ULCE 

felvételekről megállapították, hogy a clearing fázisban lévő 

aktamiozinmk csak egy peak Ja volt és ez kb. 70 S szedimentációs 

állandójú volt. Ez az érték a miozinnok felel 
az aktinnok megfelelő 50 S szedimentációs állandójú peofcet, felté­

telezik, hogy azért nem, mert az aktin koncentrációja igen

ig. Neo találtak

képesalacsony volt ős ilyen körülmények között az F-aktin
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látható határvonalat képesni •

kutató végzett vizsgálatokat as aktin és aiozinS

Különböző F-ektin« miosin arányok mellett vizsgálták as 

ATP-ás aktivitást a clearing fázisban és a osupcrprocipitáció 

fázisában* Állandóan növelték as P-aktin mennyiségét éo es a 

növelés as iniciális ЛТР-áz aktivitás értékét befolyásolta, sőt 
a osupcrprocipitáció idején is megnövekedett ЛТР-áz aktivitás 

értéket éssleltek* Ez as aktivitás emellcodós arányos volt as
aktin mennyiségének növelésével* Volt egy optimális F-aktln*
miosin arány, moly a legmagasabb ATP-áz aktivitást eredményeste 

éo es os optimális ssuperprocipitáeiós aránynak 1з megfelelt 

/Spicer, 1951/* Spicer as optimális aktin - miosin arányt 
l*4-nok találta. Elképzelése sserlnt as aktin-miosin kapcsolódás 

erős kötéssel történik és a aztöchiamotrikua ponton som 

aktin, sem ssabod miosin nincs a rendszerben* Ila a sstöchiomotri- 

kua aránynál több akt in
jön létre közöttük* Ez a dissoociábilis aktoniozin képzéshez

/

veset*
Felfogásának sematikus ábrázolása*

/nagyon eres kötés/ 

AB n+1 /laza kötés / 

A n+1 И /laza kötés/

A + St ► Alá

****

AB*Aa
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Lehetségesnek tartja, hogy a clearing fázis alatt kis akto- 

niozin alegységek vannak Jelen és ezek hálózatot képeznek a
clearing fázis végén /Spicer, 1952/.

Eisenberg és mtsai /Eiseaberg, 1967/ a miozin ős aktin 

közötti kapcsolat tisztázására а Hifii és aktin kapcsolatának vizs­
gálatát választották, Eisenborg és mtsai a clearing fázisból а 

ozuperprecipitációba való átmenet során a miozin és aktin közötti 
hálózat kialakulásnak fontosságát hangsúlyozza, mely az akto- 

taiozin oldat viszkozitás emelkedését eredményezi* Iín a kísérletek 

során csalt ШШ ős aktin kapcsolatát vizsgálta, ahol a hálózat kia­
lakulása nem Jöhet létre mivel а ШШ molekulák monomerként vannak 

Jelen,altkor viszkozitás emelkedést 
ASJP-ás aktivitását az aktin stimulálta, 

aktin a fehérjéknek két azonos helyéhez kötődik. A szerzők arra 

következtettek, hogy alacsony ionerősségen az aktosaiozin rendszer 

clearing fázisból a ozuperprecipitációba való átmenete nem az 

aktin és miozin közötti kötések számától, hanem a hálózat kép­

ződés hatásosságától függ.

észlelt. A miozin és 1Ш
bizonyltja, hogy az

Az eredmények nagy száma bizonyltja, hogy az alrtooiosin

gél disszociációja aen minden - vagy semmi Jelenség és xaagyarázlm-
Л * J V

enzimotikua és fiziko-kémiai jelenséggel /Katz, 197о/.

Kats fényszóródás méréssel követte a szuperprocipitáció folya­
matát /Katz, 1964/ és azt tapasztalta, hogy mérsékelten magas 

ionerősségnél az aktomiozin Шс++ aktiválta A21*-'z aktivitás 

értéke a clearing fázis folyamán magasabb volt, mint csak miozin 

jelenlétében észlelt aktivitás.

v/

tő
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Ess a tény arra utal, hocy a azuperprecipitáciéval ecyüttjúró 

erős ficiko-fcőiaiai változást raocclösl a niozin enzimtikus akti­

vitásának aktiválódása.

Hasonlóan Perry /Perry, 1966/, Eioenberg óo üoos /Eisenborß 

és Moos, 1967/ azt találták, hocy а 12Ш Mg++ indukálta ATP-áz 

aktivitását olűbb aktiválja oz aktin, aiolőtt a szuporprecipitáciő 

bokö vetkezne, 

adatai utalnak.

raalyxo- a viszkozitás óo fényszóródon növekedés

Kísérleteket végeztek as ATP hidrolízis és szupemrocipitáció 

közötti kapcsolatra vonatkozóan.

Llegállapitották, hogy a gyors ATP hidrolízis szoros kapcso­

latban von a ozuporprecipitációvol. A hidrolízis a szuporproci- 

pitácid során következik be ós nem jellemző a teljesen szupor- 

prccipltált aktoraiozinra /a szuporprecipitáciő után nincs hidro- 

lisic/, /Kát2, 1971/.

Gordon /Gordon А.Ы. 1966/ és Endo /Endo, 1964/ aiCGállfipitották,

hogy a szuperprocipitáció után az ATP hidrolízis aértéko csökken,
Avwvтае£у annak tulajdonítható, hogy a kcntxkbált gélbe az ATP 

diffúziója rossz.

Levy ós Pleiohor /Levy, 1965/ a szuporprecipitáciő után az 

aktodiozin hidrolitikus helyének jelleßzotoo változását пей 

észlelte.



- 32 -

II« 3.

is«?, it У&л

Tekintve, hogy az izolált aktoraiozinon észlelt cloarin/1; ás 

ftaufio^»ycijBÍtáci^ J^lonséja, valaaint a &2&№lt&-Zj№!USatóÉá 

kolloidális változása és ionviazonyai igen hasonlóak, elképzelés 

ily a JÜWÜMJ&AaX ft állapottal, a
a sauperprocipitaciőt a kontrakcióval igyekszik összhangba hozni,
A fenti megállapítás alatt röviden a kontrahált és reluxáit álla» 

pótban lévő kolloidólio és ionviasonyokát Ismertetném#

Nyugalmi állapotú izomban kimutatták, hogy a miozin K+, ill. 

Mg++ - miozin komplexként van jelen a primer fonalakban és hozzá 

ATP kötődik egyértékü kationok jelenlétében# A pH és az lonorősség 

hatására a miozin az oldódás határán van# Erősen hidratált, duzzadt 
gélszerkezetü#

született,

Bizonyított, hogy a miozin az oldódás határán van a reluxáit 

izomban, mert a nioflbrillumokból könnyen kioldható megfolelő 

lonerőoségU sdooxdattal, és tripiikus emészthetőségének sincs 

akadálya /Biró, Bálint, Gráf, 1965/. Elképzelhető lenne, hogy 

ATP szint í^ícalkodése a miozin ogyrészének oldódását ered­

ményezné a clearing analógiájára# Ezen fázisban történik i 
miozin molekulák ogyrészének specifikus elrendeződése is#

a

Az aktiv állapot lényege tehát uj makromolekuláris rendszer

kialakulása#
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A relaxált iaomban a ö5 - 95% viatortalmu miozin • gél üzerko- 

acte olyan, hogy a rendelkezésre álló teret teljesen kitölti* Az 

aktin о fenti viszonyok mellett fonalas. Az aktiválás során a 

hidratált célbon rendezett fehérje komplex alakul ki, 

oómilliőben, bizonyos ATP koncentráció laellett átmegy a stabilis 

dehidratált állapotba. A rendezett fehérje komplex kialakulását 

Guba ucy képzeli el / Guba, 1966 /, hogy a szekunder fonalak 

F-ektlnjai az oldott miozin molekulák irányított asszociációját 

és aktamiozin komplex képződését eredményezik• A kontrakciót be­

vezető fázisban F-aktomiozin - ADP

átalakulást is elképzelhetőnek tart. Ezt az elképzelést Tsao 

/Tsao, 1953/ fluoreoztoncia depolarizációs ős Кowe ultracentri­

fugáé eredményei is igazoljdk. A kontrakciót foszfát felszabadu­

lás kiséri. Az egyik reakció a Ilidről it ikus bontás a másik a

P - aktin - Al)P átalakulás.

ily adott

G- aktomiozin - ATP

G - aktin - ATP

Peltételezik, hogy a kontrakció ez utóbbi függvénye. A 

kontrakció bekövetkezése után a Ca++ eltűnnek a rordózerből az

ATP koncentráció valószínűleg a lőréét infoszfát on keresztül a 

relaxált izom szintjére

ós hidratálódik. Az izom újra relaxált állapotba kerül.

lkedik. A miozin föltöltődik ATP-vol
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II* 4* A Clearingst, ix zziiporprecipitációt 4a az A8??«-uz
aktivitást befolyásoló faktorok.

Jelen részben szere tn*ka összefoglalni azokat a faktorokat, 
EiöXyeJs as &1асАц/ lanarősségen lévő aktcaiozin komplex tulaj­
donságait befolyásolják*

Röviden ismertetném: 
a*/ A szubsstrát specifitást 

b*/ A kétértékű ionok hatását, 
c*/ A reluxáié ágensok hatását*

ДИЦйШ1&8.
A különböző foszfát vegyieteknek az aktceaiosin cloaringj érc 

gyakorolt hatását o,15 M KC1 és 1 ей SgClg jelenlétében vizsgálták. 
IJogáilapitották, hogy az ISIS OTP, OTP, és OTP közvetlenül osuper- 

pcrocipitációt idézett clo,nig az ADP, AMP, IBP, 1ШР* PP, anorganikus 

trifoozfát nem okoztak változást* A különböző trifossfátok alkotaa- 

sása azt mutatta, hogy a

kevésbé a OTP volt hatásos. ДЮгиауата én Gergely, 1962/.

a OTP, leg-

Harvey M és latsai szerint /Harvey M, Levy, 1965/ а в ITP is 

okos azuperprocl. itáoiót, do lassabban és kb. Icát nagyobb koncentrá­
cióban kell alkalmsai as AfP-hoz viosonyitva. Ezt az okozza, hogy 

az ITP gyengébben kötődik a miozin katalitikus részéhez.
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A fentiekből kitűnik, hogy a azuporprecipitáló aktomiozin 

rendszer létrehozásához leghatásosabb mi a«p.p As ATP
koncentrációja Jelentősön befolyásolja as alacsony ianorősoőgen 

lévő aktoniozín rondosort.

Ha as ATP koncentráció aa/ms / Icai' /, akkor a clearing .lói 
ugrSXíp/elhotő és gyújtott. ha csökkentjük as ATP koncentrációt 
/o,l rali/ akkor azonnali szuporprecipitdció vari. Uaruyaraa óa ataai 
Aäaruyaoa, Gergely, VJb2/ megállapították, hogy ha magas kezdeti

zuperprocipitácfó idején a
yj '■ %>*

ne££scradó ATP koncentráció is magas. Kiírtán az aktaoiozin rendszer 

az ATP-t állandóan hidrolizdlja ezért a koncentráció függőо tanul- 

nányozáaáhos szükség volt egy ATP-t regeneráló rendszerre. Megfigyel­
ték, hogy ha ATP-t temelő rendszer Jelen von, altkor var. clearing 

63 e. folyanat nyujtottabb, saint ATP újra tonaelés nélkül.Ez adta 

az indítékot, hogy öogfigyoljól: az AbP-nek és P~ a osuperprecipitációra 

gyakorolt listását.

ATP koncentráció, akkor a s ikerben

M "Па a clear ingbe levő aktoraxozinlioz ADP-t ős P;l-t adtak azonnali 
szuperprocipitáclót idézett elő. Ezt alátá osztotta az a megfigyelés
is, hogy Ira & rendszerben kezdetben több ATP volt Jelen, altkor az 

ATP hidrolízis termékei olősegitették a ozuperpreeipltációt.

A fontiekből megállapítottak, hogy az ATP koncentráció a 

clearing fázist befolyásolja, nig a rendszerben nagy raemjyiaéeben 

felhalmozódó ADP Jelenléte a szupcrprocipitácxó megindulását 
segíti elő.
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Annak ollern'ra, hogy nz irodalomnak пасу réssé foglalkoslk 

a kétértékű imáik hatásával, a ssuperprecipitáciéval kapcsolatban 

ogyortöluü válását a kísérletek inég cm adtai:, llocfigyolték, hogy 

Со4 J't 33aH a scaperprocxpitúció gyorsításában uaa++a Ili » ü»
vesstiOK róost.

Ionok ogy másik csoportba novesetten a Cd44, Sn 

úgy fejtik ki hatásukat* hogy a clearing fáaict megnyílj tják, Így 

gátoljál: a ar.upcrprocipitáció létrejöttét,

^egjegycsték, hogy Ma44, Hl44, 0s>44* ha jelen van a rondosorben 

éo ugyanakkor r%44 Ionok io vannak, okkor os utébbi lmok cloarlng- 

beli hatását legyőzik ás azonnali s-merprecipit dóiét hősnek létre. 

Kísérletek sora foglalkozott a f.Vt44 szerepével,

Fölmerült a a a kérdés* hogy a clearing fásaié ög*‘ ion szük­

séglete vajon spoexfikuo-o? /Нагцушаа* 1902/,

4- i- * Pö * OU

Megállapítottál:, hogy a különböző kétértékű lónak kőéül a 

Hg44 bírt azon hatással / io"** S3 /, hogy jelenlétével késleltette a 

clearing fajiéban a magas ATP-áz aktivitás beliö vétkezését.

heavy mtoai / Lcavy, 1966 / szerint a %44 koncentráció be—

, azáltal* hogy űz A TP hídról isislolydßolja a szu.]

mértékét elősegíti. Vtotán a Mg44 a hidrolitlkue helyhes szorosab-

ban kötőének, as ATP hidrolíziséhez ugyanis ssükoégos Kg44 jelen­

léte is. Ife kicsi a Mg44 ion koncentráció akkor csak © hidroliti- 

kus helyhes tud kötődni, 4s a nem hidrolitikus helyhes már nm.
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Ebből a megállapítás bői is következtette]: - a már említett - о 

taiosin két funkcionális éa térbelileg specializált helyére.

Kata szerint / Kata* 1970 / azok a faktorok, melyek a mloain 

AÍP-áz aktivitását gátolják a clearing fázist is elnyújtják, 
szerinte az optimális ig-ion koncentráció o,ol mTJ /Wa tana be, 1909/ 
és ob ATP-áz aktivitás gátol o,l e£I koncentráció jolenlótáben.

Újabb visagálotok is esen tényt támasztják alá, Setsuo Purukavra
szerint, / Tetouo Furukawa, 1972 /, ha a E2g*+ koncentrációját 

10"5 M-nál Lcaonyabbra csökkentették, akkor azonnali turbiditáe 

növekedést lehetett látni, tehát azonnali ssuporprecipitáció volt.
vizsgálták az ASP-áz aktivitás változását is és megálla­

pították, hogy amikor a Mg++ koncentráció magas volt okkor az 

ATP-áz aktivitás igen alacsony volt, és alacsony Mg+4 jelenlétében

Párti;

is ATP-áz aktivitást mértek.

A fisiologuook már igen régen foglalkoztak a Ca4 ' szerepével 
az élő izomban.

Iíeilbrunn kimutatta, / Ileilbrunn, 1947/, hogy a Ca++ az egyetlen 

fiziológiás eredetű anyag,amelyet a sejt belsejébe juttatva kontrak­
ciót hoz létre.

öhanes megúllapitotta, / Shanes, 1956/, hogy az izomkontrakció 

kezdetén a Со44 a beindító anyag.

Lov/cy szerint is / Lov/ey, 1967 / a kontrakciót és az AfP
hidrolízist a Ca*"1 jelönié te nagymértékben befolyásolja.
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E'oaoki vizsgálta a Ca ' hatását oa oktaoiosln rendszer szu- 

porprecipitációjára / Kbaahi, 1961 /• Uegállapitotta, hogy a 

Ca4* pillanatnyi felszabadulása fontos az oktoniosin esuperprecl- 

pitáciőjáhofi* A Ca hatását különböző koncentrációknál vizsgálta*
Megállapította, hogy a Ca++ koncentrációja 10*^ м volt, akkor a 

ssinerőzis meggyorsult* Ha csökkentette a Ca '+ koncentrációt a 

rondoeerben akkor olyan preparátumot aj ért, amely A2P hatására 

nehezebben szuperprecipirált* Ha a Ca' ШйЕА-val lekötötte, akkor 

ATP hatására az Így kezelt anyag nem fc-iaódott össze*

Ha a Ca koncentráció 10* '’ óo 5*10“? U között volt, akkor 

az akvooiosin öaczohuzódó képességо visszaállt*

Weborők /Weber, 1963/ megállapították, hogy a Ce ! eltávo­
lítása a foliérjábul nagyfokú ezubsztrát gátlást Idéz oió. ital té­
telezik, hogy amikor a Ca’4 kötődnél; a fehérjéhez,módosítják a már 
említett Mg-ЛТР komplex látását. Ugyani a nagymennyiségű ГДс—ATP 

komplex jelenléte gátolja a kontrakciót még optimális Ca” koncent­
ráció jelenlétében is* A Ca'*'1 módosítják a Blg-ASM.* komplex és a ter­
mészetes aktomiossln közötti kölcsönhatást* Cv*‘ jelenléte nélkül, 
ha as ATP koncentráció alacsony p-p igen erős hatással van a clca- 

ringre.

c./ A relayálé ár.onsck Imiden*

Ebashi volt as első /Ebashi, 1961/ aki megállapította, hogy 

néhány kolátképzó anyag relaxációs aktivitása jól definiált
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összefüggésben van а Оа kötő képességgel* Feltételezte, hogy az 

Ш2ХА, r-UTA és oáe kelátképző anyagok reiaxációra gyakorolt hatása 

azon alapszik» hogy a kontmktilis fehérjéből Ca + -kát távolí­

tanak el.

Alacsony louerőasógen lévő ektomiozin komplex» ha tartalmazott 

ilyen kelűtképzo anyagokat később szuperprecipitált» mintha nem 

tartalmazta az EDfA vagy EGIA-t* A szuperprecipitáciőt azonban 

minden esetben clearing előzte meg*

A kelátképző anyagok, tehát csak a szuperprecipitációt gátolják*
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KÍSÉRLETES JíJísbв.

ipitáció létrehozása.II* 1- A ozm

A szuperprocipitáció létrehozásához egyrészt természetes 

aktamiozint / B-miozint / másrészt, Finck szerint előállított 

mlosinbúl da Feuer és Spudich szerint kivont 

összeállított aktomiozlnt használtunk.

A felsorolt Struktur!ehérjéket nyúl izomból nyertük. Az akto- 

miozlnt ösent-Gyürgyi módszerével, a következőképpen preparáltuk. 

Eekapitáltuk az állatot, raajd igen Gyorson megnyuztuk. Etajd joßes-viz 

között hütöttük 20 percig az israot. Ezután lofej tettük a hátizaát 

és a pooúst, valamint a hátad comb izarazatát. Oegtisztitottuk a 

kötőszövettől és a zsírtól. Ezután előre hütött darálón daráltuk 

ez izmot. Llajd megmértük a súlyát óo a súlyára számított 3 vol 

W-E / Webor-E^oal / oldattal végeztük az extraháláat 2o porc iß.

Közbon a hőmérséklet 3-4 °C volt. A kivonást kevortetéssel aegi- 

tettülc elő. Ezután 24Il-ig állal hagytuk az anyagot, hidegen az 

extrahálás elősegítése miatt. Másnap hißitottuk újabb 3 vol W-E 

oldattal ós centrifugáltuk az aktaraiozin oldatot. A contrifucálás 

után az üloűókot eldobtuk /szárazport kéazitottünk belőle, lásd

leírást/ es a felül úszó ionerősoégét csökkentettük 

hideg desztillált vis hozzáadásával, melyet állandó keverés mellett 

végeztünk.

Kb. lo tf.desztillált viz hozzáadása után a felüluozóból finom pelyhes

később a részlet'
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csapadék vált ki# Ezt hagytuk ülepedni, majd contrlfugálással gyűj­

töttük össze as üledéket# A centrifugálna után az üledéket 2-3 aco,o25 

Ш KCl-al mostuk as ionerosöóg oaeléoe miatt# LIajd minden mosást 

eentrlfugálás követett# A mosások után as üledéket KCl-ban oldottuk, 

uey bogy a végle one ont ráció o,5 И legyen# A nem oldódott ráesőket 

üveggyapoton való szűréssel távolitottűk el о rendszerből# As akto- 

miozin oldat ionerőaségét ismét csökkentettük desatillált vis segít­

ségével, kicsaptuk as aktomiosint és ismét mostuk és viooaaoldottuk# 

Est a műveletet többször megismételtük. Célja as aktomiosin tiesti- 

tás volt. Amikor nőm használtuk fel as aktamiosint teljesen a pre­

parálás után, akkor 50íé-os glloerlnbon - 15°C-on tároltuk as anyagot#

A miozint ginek szerint állítottuk elő a kövotkosőkóppon:

Szintén nyulisomből indítunk ki# As lsem olőkéssitése as akto- 

miosiimál ismertetett módon történt. A megtisztított izmot 5 

darálón ledaráltuk. A kivonást 3 vei jéghideg kivonó oldattal véges­

tük, / as oldat pontos öoasetételét lásd később/# As ionerőooég 

o,57 és a pH 6,5 volt# As oxtrahálást 2o porcig végeztük. Majd 

1 voi hideg desatillált vissol hígítottuk as oldatot és szűrtük 

gézen. A ssüréo után as eredeti vol 12x -re hígítottuk as oldatot 

enyhe keverés mellett jéghideg dosstillált vissol. ilckor as oldatból 

ipadók formájában kivált a mlosin. Hagytuk a 

podni 2-3 órát, majd as üledéket contrlfugálással össsogyüjtöttük# 

Oldottuk о asediment ujrooldóbon /réoslotes összetételét lásd а 

"használt oldatok" elmosó alatt. Ionerőaségc 1,15 volt és a pH 6,5/ 

as üledéket. Ezután az aktomiosin mentesítés következett# As oldat 

ionorőooégét csökkentettük o,3-ra# Ekkor as oldatból kicsapódik

fehér ülő-
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as aktaaiosin. Pár órás állás után as üledéket centrifugálással 
eltávolítót tűk m,jd as oldat ionerősaégét csökkentettük o,w4-re, 
a raiozin klempás miatt# Több órát ülepítettük, majd ointsifueáláeMű 

öoszegyüj iüttíik as üledéket, a már említett ssediaent ujraoldóben 

visszaoldottuk. As aktomiosin mentesítéstől a műveletet többször 

megismételtük a miosin tisztítása végett#

A ssárasport 7etttr szerint állítottuk ölő. As izmot elő­
készítettük a kivonáshoz, vagy az aktomiosint vontuk ki, vagy a 

miozint, a célunk az üledék kinyerése volt* Centrifugáltuk az izom- 

szusspcnziót és az üledéket használtuk fel# Az üledéket mostuk 

3-4 vol hideg desztillált vízzel az oldószer eltávolítása miatt. 

Ezután az üledék súlyát megmértük és a súlyára számított 5 vol
о,о4!да-оа líoHCO^ oldatot tettünk. 30 percig kevertottük a rendszert 
osobahőfokon, a lialiCO^ kezelésnek a célja az üledék fellazítása 

volt# Majd centrifugáltuk a keveréket és a centrifugáidé után mér­
tük az üledék súlyát. A súlyára számított lo tf# hideg desztillált 

viszel mostuk ki a rendszerből а IkúlGOy A kimosást pH papírral 
ellenőriztük. Ezután centrifugáltuk az anyagot. Ismét megmértük 

a súlyát ás a súlyára, számított 3 vol acetoimal kivontuk az üledék­

ből a vizet. A kivonást lo percig végeztük.

Az Üledékről az acotont szűréssel távolítottak el. Majd 1 vol 
асеtonnái megismételtük a vízelvonást. Ezután szobahőfokon szárí­

tottuk a topott Uledékot. A szárítás után az izomport 0°C-on tá­

roltuk.

A szárazporból a G-aktlnt következeképpen vontuk kij

/

/
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Uoöaórtük az izampor súlyát, majd a súlyára számított 15 vol.
hideg desztillált vizet öntöttUnk rá. Kivonás alatt is hütöttük a 

rendszert. A desztillált via helyett kivonó oldatnak lohot hasz­
nálni aszkorbirsavas ATB-t is / pH 7.4 • 7,5 /» moly előnye, hocy 

a szárazpor az akt int nemcsak G-formában bánom oaetlOG F-foaraában is 

, okkor о desztillált vízzel nem tadjuk extrahált*! az 

F-ektint, Aa aszkorblnoavas - ATP segítségével oaoahen aa P-aktlat 
dopoliraerlzáljuk G-oktinná és ágy a szárasporból könnyen kivonható. 
Aa extrahálást lo percic végeztük. Ezután viziéGOSivattyu segitoÚGé- 

vel elválasztottuk a felülussót аа Üledéktől. Aa üledéket eldobtuk 

óo a felülusző tartalmazta a G-aktint. Kantán a G-aktin térfogatát 
noGtaértük és a térfogatának l/lo adtuk hoaaá polimerizáló sóból.
/А polimerizáló só oldat összetételét lásd "a használt oldószerek" c. 
alatt/. A polimorizálási szobahőfokon végeztük 30 percig. Ekkor az 

alacsony viszkozitású G-ektinból magas viszkozitású F-aktiut uyor- 

tünk. A kivonás során azonban a ü-aktint igen sok kísérő anyaggal 
1е1шг csak cxtrahálni. Ezért elkerülhetőtlea a G-aktia illetve

tartalma

az i‘-aktin tdbsztitáea*

A tisztítást kétféleképpen végeztük í

1./ A polimer!állás során nyert F-oktint ultracentrif.*gdltűk 

loo 000 g-vel, 1 órát. LSajd a cantrifugálás után a a üledéket, moly 

igen nehezen oldódik fokozatosan 2-3 csepp asslcorbinsavoo - ATP 

segítségével / pH « 8 / ozuszpondáltrJc. A szuszpendált F-öktint 

dializáltiík aszkorbinsovao-ATP-vel kb. lox térfogattal szemben több­
szöri cserével, hldogszobálxm. A dialisálás során az F-aktin
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depolinerisálódott. A kapott G-oktint ezután issét polioerisáltuk, 
majd ultraeontrifugúláaaül tisztítottuk ionét. A centrifugáláo 

során a ascsauyosü fehérjék a folüluazóten aaradnak.

2./ Spudick szerinti tisztítás#

Ab acatonoa icoapor súlyára szánitott 2o vol ”An puff őrrel 
végeztük. / 2 aü Trio-lICl o,2 шЫ ЛТР o,5 riü noricaptootanol o,o2 nil 
CO01£ PB в / a kivondat saobobűfokon 30 porcic. *ii Oarva aaliría 

szűrtük a ozuszpensiót# Az üloclókot nootuk lo vol "A" puff orral» aajd 

a két folüluazót egyesítettük# Cet egy orda centrifugáidé követte 

lo ooo g-vol. A centrifugáidé után polimerizáltuk о G-aktint# A 

polinerizáldot 2 órán át végeztük szobohufokon. űajd ezután а KC1 

koncentrációját o,G 13 végkoncontrációrc állítottuk be éo kovor-
-ig igen erélyesen. Ezután centrifugáltuk 

3 órát üo ooo g-vol. A centrifugáidé után az üloüőkot ozuospoa- 

dúltuk kis mennyiségű "A” pufforral óz erólyeo kevoréa mellett több­
szöri coeróvol dializdltuk# A dialízis után a G-aktint centrifu­
gáltuk üo ooo g-vol 3 órán át, majd őzt a polioorizdldo kövotto.
A tioztitási folyan» tot még kétszor pogiooétoltük, éo az iGy 

nyert F-aktint használtuk kisérlotoinkhoz. A tisztított fokérjo

• 3ohtettük a rondáéért 1

konpononoekot minden oaetbon ellenőriztük, hogy aktiv fokérj ék-o?

A piogin tisztaBŐGát az Ági érzékenység méréssel követtük.
ionorességen lévő 1 og/nl miozia oldatbólA követk özeképpen t a 

2,5 ni—t módosított Oswald-félo viozkozinőtorbe tettük, toroooztál- 

tuk kb. 5-10 poréig 0°C-on, -3 ü végkoncontrációban AglVtjd 10
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adtunk a rendszerhez. A aiozln viszkozitása 

mázott ektcmiosirt ATP hatásúra пей változott.

ATP érzékenységé t • A aiosinnál ismertetett körülmények között 
vizsgáltuk a viszkozitás változást. Mint ismeretes az aktoraiozinnak 

ionerosségen a viszkozitása 

addig sünig ATP van a rendszerben, majd az ATP elbontása után а 

viszkozitás megközelíti az eredeti értéket. Az eredményeket speci­
fikus viszkozitásban adtuk meg. A specifikus viszkozitás értékeit

idő függvényében, mint ezt az 1. az. ábra szemlélteti.

majd ATP hatására csökken,

ábrázoltuk

Vs.,

',5

’.3

’.0

0.9

Ofi
0 5 10 15 idő (perc)20 25 30

l.sz. ábra.

ionorocsogU mesterséges oktoaiosin viszkozitás 

görbéjét szemlélteti. A fehérje koncentráció 1 xag/al volt. A hőfok 

25°C. A használt ATP végkoncentráciéja lo"*5 M.

Az ábra. a
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A G-ak tint az említett módon nyertük ssárazporból* Ezután 

a koncentrációjút 1 mg/ml-re állítottuk: be, majd viszkoziméterben 

25°C-or. as Ismert polimerizáló só negitsÓGével F-aktiaaá alakítottuk* 

.ЪЬеп az esetben is a specifikus vioskositás 'irtokéit dteáuoltuk os
idő ftígcrványóbon, mint est a 2,az, ábra mutatja*

- •

ti •

j ( ,

1.0

0.5

\30 idő (рте)16 262210 142 6

2, az, ábra*

Aa ábra a G-aktin polimer! sála sót szemlélteti* A í ollóz* j о 

koncentráció 1 mg/rni volt* A polimerizáló só a térfogat l/lo
A polimerizáló oó tartoXuasott o,l К KCl, lo“^ U ílgCl^-t vóg- 

koncentráclőbou*
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A niozinnak, a mesterséges és természetes aíctoraioslxmsic mindem 

esetben Bagjrtéztük an ATP-ds aktivitását is alacsony ionorösség

» Green, 1954/*mellett, /

Az alacsony ionorőssóg biztosítására a fehérjéket o,ol M pH«? Kei­
ben diaiizáltuk, többszöri cserével és kb, lox téri suttal.

Аз onzin ATF bantó-kopeoeégét 2 ott Ca, ion «jelenlétében vizsgáltuk,
9 tö A2P mellett# As enzim bejutást 7 percig végeztük* majd a 

folyamatot lo fc-oa hideg TCA-oak azonos térfogatával leállítottuk,
A felUlusaőbél Fiekc-Subbarow szerint foszfor meghatározási véges* 

tünk.

al

Kivitelezést a a enzim reale ciót miután ТСЛ-val leállítottuk
a denaturált fehérjét szűréssel távolítottul; el a rendszerből,
A szűrlétből 1 ml-t kivettünk, majd 2,ü ml desztillált vizet 

tettünk hozzá* Ezután 1 ml 2,5íé-oa kéasavaz aiamonium-molibdatot 
adtunk hozzá, A keveréket lakubáltidc 37 °С-ш 3 pezóig, majd
o,2 ml redukáló szert adtunk hozzá / eikoaogén /,3 percig lemét 
inkubáltuk 37 °C~on, Majd a felszabadult anorganikus foszfort mér­
tük Spektroraom 2o2 Göo nm-nél«

A felszabadult anorganiieus mennyiségből a Hg+: és CaH 

aktiválta Afk-áz specifikus aktivitási értékeit számítottuk, A 

specifikus ASP-áa aktivitások értékei egyezőséget mutattak az 

Irodalmi adatoktól.

Ezután a tisztított ás ellenőrzött fohérj o-fcouponenoekot 
olőkéoaiíotiük a azuperprecipitáeióhos. Az sktomiozin rendszeri
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S.W2 u trio puffert, u.l0~2 u KCl,
ptootaaolt da 4.Ю“3 Ul« lü“4 M MßCX2*t#«fl у цех, ss3#ic

«lialiaflld oldatot тез reloolcebaa da többeauri ooordvoX Saos»
do 2-3 °С-сцЛHaltuk# / Kb# 2o tórfi t 3-4 x

A 3#ss. ábrán látható

litert
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a fehérje feloldódott.rációban ATP-t adtunk de

A4* ok. ábrán jól látható a

4. ok. ábra.

As ábra as ATP hatására foltioatult oktaaiozln kópét mutatja.
A fehérje koncentráció 4 mg/ml és as ATP végconcentxáclója Ю~2 И
volt. Esen körülmények között clearing fázisról beszélünk.

Ezt a feltieztuláoeal járó folyamatot nevezzük а 

Egy bizonyos idő után, mely időt a jelöniévé ionok, valamint a hő­
mérséklet erősen befolyásolja az oldat zavarosodul kezd, először kis

pelyhek jelennek meg, melyet az 5. az. ábra demonstrál.



ч

6.за, ábra.

As ábro es OGßreeatuo kúpaodúot oaoalúltoti
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Ezután as aktomiosia kicsapódik, majd visot voosit óa 

ssucorodik. A kövotkosű ábrák jól mutatják a vis-veastós folyamatát.

7. ss. ábra.

As ábra a kicsapódott oktoraioslnt mutatja, itt már jól 
látható a fehérje vis-veostóo© is.



»
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й• за. ábra.

As ábra о további vis-vosstáet mutatja, mely nár a fehérje 

за soroOáoát voujc ciafía után.

7Л

У
4 4

, i\, <: „

9. es. ábra.
As



10* es« ábra.
As ábra a szuporprecipitált oktomiozln képét mutatja.

Kint as ábrákból is kitűnik, os a kicsapódán, moly a lo. oz. 
ábrán látliató erősen különbözik a kiinduláskor észlelt kicsapó* 

dóstól.

Röviden szeretném ismertetni a saját kísérleteink
nált ion koncentrációkat, valamint a hőmérsékletet és a fehérje
koncentráció meghatározást.

A dialízis során kicsapódott fehérje koncentrációját az álta-
. A tris puffer

a fehérje konoentrácio meghatározását. Ezért

tben o,5 ml

lünk módosított biurett módszerrel határoztuk
Jelenléte
úgy készítettük a kalibrációs Görbét, hogy minden
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tris-cl ae,önben dialtsált fehérje oldatot ráértünk be és a kontrollba 

io bemértünk a tris-üialisálő oldatból o,5 ml-t és a reagenaekoi. 
így kiküszöböltük a trie zavaró hatását.

Ülni az irodalomból , a hőmérséklet erősen befolyásol­
ja a ssuperprocipitqció bekövetkezésének idejét. így célszerű volt 

különböző hőmérsékleteken dolgozni. Amikor a ssuperprecipitácié 

egész folyamatát követtük akkor 17 ill. 20 °C-oa dolgoztunk. Amikor 

a szuperprooipitáfcoa nyoreoe volt a célunk akkor 37°C-on végeztünk
kiaérleteinkot•

lomoretoö, hogy as enzimreakciót erősön befolyásolja, hogy 

as ensim a szubsstráttal milyen mértékben érintkezik, ißy lénye­
ges volt, hogy a azuporprecipitáló rendesért folyamatosan kovor- 

toosük. list motorikus illetve mágneses kovorővol oldottuk meg. 
Amikor a szuporproelpitátua nyerése volt a célunk okkor úgy válasz­
tottuk meg a hőmérsékletet, hogy a ssuporprecipitácio maximum 3 perc 

alatt létrejöjjön és es utóbbi esetben nem kevortottük a rendszert.

Általában magos felién ekoncentráoió mellett dolgos tunic,
2 mg/ml - 7 mg/al-ig. A 

tottuk, mórt mint későbbi kísérletekből kitűnik a szuperpreoipi- 

tátum vizsgálatára törekedtünk. Megállapítottuk, hogy a fehérjo-

fohérj okoncentráció t asért válasz-

oldatnak urna teljes mennyisége procipitál, igy magosabb fehérje-
koncentráció mellett több ülodékot kaptunk.

As irodalomból ismeretes, hogy a miosin és aktaaiosin komplex 

kolloid tulajdonságait /©nsinaktivitáDát is/ a kationok és polionioaok
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jelenléte erősen befolyásolja.

miután as isomkantrakcló modo!j ének tekintik a ssuperprecipitáló 

aktomiozin rendesért, Így kísérleteink során as izomban lévő ion- 

erősséget próbáltuk mogküsolitoni.

As Irodalmi üoosofoglolóban már részletesen ismertettem os
oeyea szerzők állásfoglalását as ionmllllövel kapcsolatban, itt
saját körülményelnkot oserotném összefoglalni.

tersógeo aktomlozinaal végeztük. Különbüső 

fehérjekoncontráclóju 1*4 arányú akiamiosin rendesért dialisáltunk 

többesöri cserével trie puff erről szemben, moly puffer a már loirt 

ionokat tartalmazta és а Mg** koncentráció 4.10“^ M volt* Itt 

osorotném megjegyezni, hogy a MgClg beméréseket minden oaetbon 

telitett oldatból végestűk. A fehérjék dialízisét hidegosobában, 
»ásatással végestűk* A diaiisis után 1,8 ml fehérje oldathoz O°c«on 

állandó keverés mellett o,2 ml lo"*^ ATP-t tettünk. Majd a keveré­
ket 2G°C-oo vízfürdőbe tettük. A viatissta oldatnál figyeltük az 

opálosodáe megjelenését* Est vettük a sauporprecipltáciő kosdeti 
pontjának, majd megvártuk még as oldat tovább savarosodik a fehérje 

aggrogálódilc és viset veosit. A azaperprecipitáció végét a fehérje 

sougorodása jelőzte* A fenti körülmények kösött a ssuperpreeipitdció 

teljes folyamata követhető volt. A folyamat asonben nyújtott volt.

Miután as irodalomban ismertetett és használt Mg'M' koncentrációk 

jóval alacsonyabbak, Így csökkentettük a Mg++ koncentrációját

Vizsgálatainkat
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líT4 ц-ra / Kata, 1970 /.
Kísérletet ugyanúgy végeztünk, mint а 4.10”^ ES MgCl,, jelenlétében. 

Megállapítottuk, hogy ezen ionkoncentráció megrövidítette a olearing 

fázist és a ozuperprecipitáció teljes idejét. A clearing fázis 

azonban még jól követhető volt.

Megvizsgáltuk, hogy a ozuporpreeipitáció létrejöttéhez koll-o 

Mg ionok jelenléte. A fehérje oldatokat Mg** mentes oldattal 
dializáltuk. A Mg*' blokkolására EÖIA-t használtunk. A dialízis után 

ozuporprocipitáltattuk a rendszert és megállapitettük, hogy a szuper- 

procipitáoió létrejön akkor is, ha a rendszer csak nyomokban tartal­
maz Mg**-t. Ebben az esetben a clearing ideje másodpercekig tart és 

a azuperprecipitáoio is 12 porc alatt végbemegy anélkül, hogy a 

hőmérsékletet emeltük volna.

A rendszer azonban minden esetben tartalmazott Mg** nyomokban
miután a forgalomban lévő ATP is tartalmaz Mg ionokat. Az ATP-bon
lévő Kg** non kötöttük meg illetve legtöbbször csak komplex fonná- 

jában van jelen, igy csak ioncserés utón távolithattuk el. Egyértel­
műen non lehet tellát azt állítani, hogy a szuporprocipitáció létre­
jöttéhez non kell Mg ion jelenléte.

A ssuperprecipitdció létrejöttéhez Ca* -m is szükség van. 
Rendszereink ED2A-t non tartalmazott, igy minden esetben közöl
konc tanárak vehető a ‘Ja ion koncentráció.

Az irodalmi részben részletesen kifej tett can, hogy az ATP 

koncentráció nagymértékben befolyásolja a ozuporureoipitáló
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ШавШШаив&шаск
Rioérleteink során összefüggést kerestünk a föhárje koncentrá­

ció, az ATP koncentráció és a szuporprocipltáció idője között*
Kísérleteinket változó feliérj о koncentrációjú tonaészoteo akiomioaia
rendszerrel végeztük* A fehérje koncentrációkat 1 og/nl-től lo mg/nl-ig 

változtattuk. Az ЛТР koncentrációja ebben az
Kisérlotoiaket a következőképpen végeztüki befértünk az olőkőszitott 
/dializált/ feliérj ékből l,ö ial-t* A dialízist a már Ismertetett tris- 

p fforral végeztük. A fehérjéket ezután jogezvizfüruőbeu inkubdltuk 

kb. 5 percig, majd o,2 ml о,1 Ы рй 7 ATP-t adtunk a rendszerhez*
Az AT? listására állandó keverés nollett a kicsapódott fehérjét ol­
datba vittük pontos sabbon létrehoztuk a clearinget* A feltisztult 

fehérje oldatot ezután 26 °C-oo vizfürdőbo helyeztük* ügyeltük а 

folyamatot* néztük a szuperprecipitáciő kezdetét és végét* A folyamat 
végét nint ábrán is bemutat tara a feliérje zsugorodása jelezte, Ezután 

100-os hideg SCA-val állítottuk lo az enzim folyam tot* A kicsapott, 

denaturált feliér jót szűréssel távolitottuk el* Elejd a osürletből 
1 ml kivettünk és Fiske-öubbarov/ módszerrel meghatároztuk a felsza­
badult aaorganilcus foszfor mennyiségét* Kísérleteink során úgy tűnt, 

hogy minél alacsonyabb a foliérje koncentráció, annál több ASP-re 

volt szükség a ozuporprocipitáoió létrejöttéhez.

tbcn konstans volt.

A felszabadult anoroanikus foszfor mennyiségéből következ­

tettünk a rondszorbon el nem bomlott és elbomlott AEP tamsiyioé-



. 5ö •

Ezután kísérleti körülményeinket úgy válasz róttuk meg, hogy 

a fehérje koncentráció konstans volt, о hőbéi’eéklet a pH és az 

ionerőaeég ugyanaz volt, mint fent, csak as ATP koncentrációt 
változtattuk.

Kisérletőinket a következőképpen végeztük# Állandó 7,4 ag/nl 
fehérje koncentrációjú 1,8 al di&lizált fehér jóhoz először o,2 ml 
o,l M ATP-t adtunk a már ismertetett módon, Cloarincot hoztunk lét­
re, majd szuperprocipitáltattuk a rendszert, A szuperprecipitáoiő 

végén az enzimreakciót TCA-val állitottuk lo, Majd a felszabadult 
anorganikus foszfor mennyiségét meghatároztuk.

Ezután változtattuk az ATP mennyiségét 5.Ю"2, 2f5.10"2, 
1,25,1c"4", 5,10"** Ы között, A cloaringet minden esetben 0°C-on 

hoztuk létre, majd esuporprocipitáltattuk a rendszert 26 °C-on.
A szuperprocipitáoió végét a fehérje zsugorodása jelezte. Az ATP 

koncentráció további csükkontésónck a clearing hiánya szabott határt, 

2,5,10"** Ы ATP hozzáadására a fehértó oldat már nem tisztult fel, 

nem volt tökéletes clearing és csak pillanatokig tartott és azonnali
szupoxprocipitaciö következett, így az ATP legalacsonyabb kezdeti

—Akoncentrációja 5,10 El volt végfcoiiccntrú cióra vonatkoztatva.

Vizsgálatokat végeztünk, állandó fehérje koncentrációjú de 

változó aktia-oiozin összetételű aktomiozin rendszerekkel• Ebben az 

esetben a kísérleti körülményeink a következnek voltak* Preparáltunk 

tisztított miozint ős akt int, A két struktiirfohórjóból előállítottunk 

1*16, 1*8, 1*4, 1*2, 1*1, 2*1 aktin- niozin sulyarányu aktotxLozin



* 59 -

readszorokci. A kivont arányok létrehozása után а Шф keveré­
keket ssobahöfokon termosz tál tóik 3o percig, hogy a miozin és aktin 

kapcsolódását ektceiiozinná alosegitsiik. As akicraiozin létre jót tűt 

viszkozitás ráérőssel is ellenőriztük* Bemértük az aktoraioslnt a 

viszkoziméterbe és megmértük a viszkozitását, majd ATP-t adtunk a 

rontlszerhos 10*2 Ш végkoncentráelében és ha as aktoniozin rendszer 

kialakult akkor a fehérje oldat vioakositáoa esőit.

As aktomiozin rendszerek létrehozásakor a fehérje komponensek 

/ aktin - Diósán / magas ionerösségaa voltak* Alacsony ioncrosségm 

a fehérjék kapcsolódása csak részlegesen és пои a kivánt aránynak 

megfelelően történik.

Ezután as alacsony ionorucség létrehozása miatt dialisúltuk a 

különböző aránys aktoraioainokat a már ismertetett üenzetételű 

trls-pufferben. A diaiisis után a különböző arányú aktomiosin ol­
datok koncentrációját as üczzehasonlitlietóo'g miatt azonosra állí­
tottuk* majd bcsaőrtünk 1,0 ml fehérje oldatot o,2 ml o,l И ATP-t 
0°C-on látrehostuk a cleartngst nejd 21 °C~on a orupcrprocipitációt. 
Est minden arány esetében azonos körülményei: között végeztük. Hón­
áén esetben as onsim reakciót fCA-vai állítottuk lo, majd ozüréoool 
távolltot tűk el a. denaturált feliérj ét a rendssorbol. A szürlotből 
megho. táros tűk a, felszabadult anor^nJJcas foszfor mennyiségét. Es 

utóbbiból következtettünk a rendszerben elbomlott és el 

ATP mennyiségére.

Kísérleteink Gorán általában as ATP végkoncentrációja 10**" U 

fehérje koncontrácid használata is indokolta a

bomlott

volt. A
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Ш0Ю ATP koncentráció líaauoálatát, Kicárloteink eorán megállapí­

tottuk, hagy ATI' hatásúra a fehérjéknek лоз a teljos оеш^Ыб! 

aont oldatba. A fehérjék oldódáae а шдоо ATI koncentráció mollott 

voojstsségmenteanok biaonyult.

IX. 2. i^or^ofaitúló ukt к l’olj, ama t<iuak

követése»

ак ls4 arányú P-aktin-miosin 

rondscorekkcl foglalkoztunk, beam, mint font említettem kUltfnbüző 

arányok mellett kövotttll: e os porprccipitáció folyamatát.

Kísérleteink során

A különböző arányú rendouoroket, vagy termécueteo akto- 

aiosinbél állítottuk elő* úgy hogy о ranuoaorhos mioclat йв P-oktint 

adtunk, vagy már iamurtotett módon mioaiaból űa F-aktinból bantuk 

létre a kivont arányokat.

Hunok megfelelően 1*16, l*ö, li4, 1*2» 2*1 P-aktin-mlocin 

arányú aktomiosin rendseerek viaelkedécét visofíáltuk.

A aaupcrprocipitáció tolj00 folyamatát a küvetkoaű mód» 

oaorokkol követtük*

a, / osobad саошо! való megflgyelőc /ш&ха fehérje koncentrációk
esotén/

b. / turbidimetx’lüc módsser /alaccomy fehérje koncentrációk
©cetén/
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c. / sorosat ATP-áz nérós

d. / viszkozitás mérés*

a./ Magas fehérje koncentrációk esetén a folyamat szabad szemmel 

jól látható* A feliérj© oldatokat a szuporprecipitációhoz dia- 

lisiosol készítettük ©lő. A dialízist az ismertetett módon és 

oldattal végeztük. A dialízis után a kicsapódott fehérjéből 

1,Ü - 1,6 mi-t mértünk ki. iajd ö°C-oa állandó keverés mellett

o,2 ml AfP-t adtunk a rendszerhez. Az A2P vdekoncentrációja 

10"2 El volt. Majd a feltisztult oldatot 17, 26, vagy 37°C-oo 

vízfürdőbe helyeztük. Eine or a feltiaztult oldat opálooodni 

kezdett. A fehérjék agerogálődtak, melyet szabad szemmel jól

lehetett követni. Л teljes opáiooodást az oldatban erős levoßo- 

buborékok képződése kisért. Majd az edény felső részénél kez­

detét vette a kot fázis kialakulása* Ezt a pillanatot vettük 

a azuperprecipltáció kezdetének. A azuperprocipitáció vécét a 

teljes dehidratáció jelezte, moly a fehérje zsugorodását vonta

maca után.

Ezt a módszert segédeszközként használtuk, annak eldöntésére, 

hogy kioérleteinkhez előkészített anyagaink szuporpreeipitál-

nak-e.

b./ A kutatók nagyrésze a osuperprecipitáeió folyamatának követé­

sére turblditás változást használja. /Harvey W. Levy, 1965, 

Sautomu fásul, 1964, Kötz, 1966, Ebashi, 1961/.
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Kata megállapította / Katz, 1966/, hogy a i‘ónye.lnyelés mértéke a
imezault mérőműszer adataitól függ* Olyan fotómé terek osotőben, 
mint а .öeciaaaan DU, ahol a beeső fény nagyréaze azőtszoródik, a 

osuperprccipltációt turbiditác növekedés kíséri« Azon spektrofotomé­
tereknél ahol a szórt fény minimális, ott a szuperprocipitáciőt tur- 

blditás csökkenés jelei. / Erißkey» 1907/• A tisrbidimé torok /nofclo- 

netriás mérés/ amelyek 90°-nál о csórt fényt mérik, nem haoznál- 

hatők e ssuperprocipitáciő követésére* Ennek oka: nagy aggrefsátuiaok 

/nini as aktoniosln gél is/ által szór* fény ш követi о Kayloigh- 

féle szóródási törvényt* 90°-nál azért fény rendszerint csökken, 
annak ellenére, hogy о teljes asért fény emelkedik. Л fenti okok 

miatt a turbidimetriás módszerrel kísért esuporprcclpitáciés adatok 

nem értékelhetők teljes biztonsággal*

Kisérletoink során választ оserettünk volna kapni nemcsak я 

asuperpreci pitúció során felssabodnlt anorganikus foszfor mennyi» 

ségére, vagy c rendszerben el nem bomlott ATP koncentrációjára, 
hanem a essuporprecipitáció során bekövetkező konformációs változá- 

sokra is* így a folyamatot oXoktrcmnilcroszkópos kísérletekkel kö­
vettük, Ulutón as ölek t ronnikr о л кк Ó pos kísérletekhez igen alacsony 

feliérjekoncentráeioju aktoraioeln rendszerekre- volt szükségünk 

és alacsony koncentráció mellett a S2uperpreclpitáció folyama­
tát nem tudtuk szármád követni, ezért turbidimetriás módszert 

választottunk e célból.

Kísérleteink a következők voltak: a tisztított miozinból 
és tisztított aktinból a kívánt aránynak megfelelően előállítottuk 

az ismert módon a mesterséges alctooioain rendszereket, valamint
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kisérloteinkhoz, természetes aktooiosiat is használtunk* A fehér» 

jók koncentrációjút higitáeeal kb. o»5 mg/ml-re állítottuk be dia­
lízis előtt* Beátán az alacsony ionerőcség létrehozása alatt a 

szokásos trie-p-fforral dlaliaáltuk a fehérárét* A dialízis után 

as általunk módosított biuret módszerrel megmértük a fehérjéi: kon- 

centráeioját és ezután további hígítással о»2 zag/ol koncentrációkat 
hoztunk létre* öautúa a fehérje oldatokból kivettünk o*9 ml*t és 

hütött küvottába helyeztük* A küvotiákat továbbra io jeßeo-viabon 

tartottuk és igy hoztuk létre a clcoringűt állandó keverés mellett 

5.10*"^ И végkoncentrűciőju Ai’P sugitcégévei. Ezután a küvottákat 
Spektrocoa 201 készülékbe helyeztük és 540 an»nól vizsgáltuk a 

tremöíssiessiá változást* A tiszta oldatnál amikor a rendezői' clea- 

ringbe volt, akikor a transzmisszió alacsony volt, később megindult 
a zavarosodon, az aggregátumok képződése és ez a transzmisszió emel­

kedését vonta maga után* A ssuperpreoipitáció kiteljesedésére c 

tnmszűiacsió gyors coelkodásébül következtettünk* A csuporpreoi- 

pitáciő pillára iában a traraamigggiőnak maximuma volt és ezután
rohamosan csökkent.

Ez érthető volt, miután ezután kezdődött & vis vooztéo és 

dokidra tolódás és kialakult a két fázis. Ebben a tartományban már 
nem követtük a folyamatot*

Ezen mérések alapján mái" pontosan tudtuk, hegy mikor kezdődik
a clearing ée meddig tart, valamint a ssuporprocipitáció kitelje­
sedésére is választ kaptunk* ürmök alapján végeztük az elektron­
mikroszkópos kísérleteinket*
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arány соеtóban a következő kísérleteket végeztük, /az előfordult 

arányok 1*16, 1*8, 1*4, 1*2, 1*1, 2*1 F - aktin - oiozin /•
Beáért link 10-15 db kénesébe 1,8 ni fehérje oldatot. ®<
0°C-on kb. 5 porcig ozután folyanatos keverés mellett bemértünk 

0,2 ml 0,1 И ATB-t a rendszerbe, Anyaßaink ekkor cloaringbe vol­
tak, Két kénesőhöz 2 ni hideg 7CA-t adtunk az enzimreakció leállí­
tása miatt, A denaturált fehérjéket szűréssel távolítottul: el, 

majd a ozürlctet hidegen tároltuk. Ezután a többi kémcsövet 
27 °C-oo vízfürdőbe helyeztük és állandóan kovortettük a rend­
szereket. Adott Időközönként az enzimreakciót ТСЛ hozzáadásával 
leállítottuk. A kicsapáoi időket a szuporprocipitáció teljes 

ideje határozta mog. Ezen idők megállapításához nagy segitségot 
nyújtottak az a./ pont alatt leirt megfigyeléseink. A dena­
turált fehérjéket minden ooetbon szűréssel távolítottnak el. A 

ozürletokből Pioko-Subbarow nédozorrel meghatároztuk az anorga­
nikus foszfor mennyiségét. A különböző arányú aktoaiozln 

szerek szuperprocipitációs ideje különböző volt, és ezen időket 
nagymértékben befolyásolta az aktin mennyisége. A különböző 

arányú aktomiozin rondo sorok fehérje koncentrációja azonos volt.

íztáltuk

Elint említettem a szuporproclpitációt nagymértékben be­
folyásolja az aktin jelenléte, ezért kísérletet végeztünk az 

Dk tin hatásának tanulmányozására.

Az alacsony ionerősoégen lévő mlozln oldatból, mely 

koncentrációja 7,2 mg/ml volt bemértünk 1,8 ml kémcsövekbe
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ое hidegen tornosztáltuk, majd hozzátettünk o,2 ni o,l II A2P 

inkubóltuk a nlozint oe ATF-vel 0°C-on, majd a rendszert 26°C-oo 

vizíurctó'be helyeztük. 6 porcig lakúból tűk és közben 2-4-C porc­
nál leállítottuk az enzimreakciót a szokáson nádon óa a szürlo- 

tet öltöttük. Л többi kémcsövet tovább inkubáltuk, de most nár 

úgy, hogy 1*4, ás liü aktin-miozin aránynak megfelelően aktint 

tettünk a rendszerhez állandó kovoráo mellett ás ismát két per­
cenként leállítottuk az enzimreakciót. A felszabadult anorgani­
kus foszfor mennyiségéből következtettünk oz aktin-aiozln hatás­
ra.

Az eddigi kioérletoink azt mutatták, hogy a felszabadult 
anorganikus foszfor menny leégő a szuperprec ipitúciá folyamán 

változik, illotvo a clearing során alacsony a foszfor felszaba­
dulás és a szuperprocipitdciő megindulásának pillanatában ez 

rohamosan megemelkedik. így ezen folyamatok tisztázására végez­
tük a következő kísérletet.

A dializált természetes /1*4/ aktomiozinból bemértünk 

10-15 db kémcsőbe l,ö ml-t clearingot hoztunk létre az 

módon és állandó keverés mollott csaperprecipitációt, 
határozott időközönként leállítottuk a folyamatot és a felszaba­
dult anorganikus foszfor mennyiségét megmértük. Ez utóbbiból az 

ATP-áz aktivitásra következtettünk. Ezután módosítottuk a kisér-

jd meg­

lét ot.

Bemértük a dializált feliérj éket a kémcsövekbe, de úgy 

hogy a fehérje oldat tartalmazott lo"3 m vógkoncentrációban
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EDTA-t xo о Ga ionok blokkolása miatt.-Ebben as esetbon is 

megnéztük a szuporprocipitációs folyamat ATF-ác aktivitását.
Ilojd újabb klsérlotot végeztünk, úgy hogy Q 

ionokat adtunk 10"2 II végkancentráoiéban ás a felszabadult anorga­
nikus foszfor mennyiségét ilyen körülményok között mértük.

Cc

Ezen kísérletekkel a clearing fázisba lejátszódó folyamatokra 

tudtunk következtetni. Eredmény elnköt a későbbiek során fog­
lalón össze.

A sorozat AfP-áz méréseket ezután módosítottuk, a körülmé­
nyek konstonsabbá tétele céljából, a kis térfogatú rendszerek 

szórási hibájának kiküszöbölése végett. / i,ö ml térfogat 
10-15 db kémcső/. Л kioérletoinkhoz szükséges aktosaiosin rend­
szereket nagy térfogatban dialisáltuk alacsony ionerősség elé­
rése miatt. Ezután kimértünk kb. 4o ml fehérje oldatot és 0°C-on 

inkubdltuk. ílajd 2 ml kivettünk a mintából és hütött - jéghideg 

TCA-vol kicsaptuk. Ezután a maradék fehérje oldatot 17°C-os 

vízfürdőbe helyeztük és mágneses kevorővel állandóan kevortettük. 
Időről-időre mintákat vettünk ki a rendszerből és PCA-val dena­
turáltuk. Az igy kivett minták pontosabban tükrözték a rendszer 

pillanatnyi állapotát. A kísérletet 1*4 ás l*2aráayu F-ektin- 

miozin arányú aktonlozin rendszerről végeztük. ICisérletoink során 

a fehérje koncentrációt változtattuk, do különben kísérleti 

körülményeink azonosak voltak. A használt ЛТР végkanecntráciőja 

П volt. A TCA-vol kicsapott oldatokat szűrtük és a szürlo-—210
\

i fV/V4,
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tékből a felszabadult апаг&тйкиа foszfor mennyiségét határoz­

tuk nog*

d./ Viszkozitásméréookot végeztünk az aktomiozin komplex, illetve 

aa akt in és nlozia diaozociációjónak vizogálatáro a clearing 

és az porprecipitúció folyamán.

Kísérleteinket 1*1G, 1*4, 1*1 arányú aktomiozin ronda serekkel 

végeztük. A kívánt arányokat mesterségesen hoztuk létre, tisz- 

titott miozinból és F-akt inból. A fehérjék ionerőooégét dialí­

zissel állítottuk be a ozouázos módon. Kísérleteinket a követ»

kezűképpen végoztük* a viszkozitást módosított Oawald-félc 

viszkoziméterbe mértük. Minden eaetben 2,5 ml volt a végtér- 

fogatuak. Az ATj? végkoncentrációja 10

17°C# Az aktocűozin rendszerek viszkozitását kétféle módon

-2 S3 volt. A hőmérséklet

követtükt

1./ Az 1*4 arányú oktomiozint dlallzáltuk, meghatároztuk a

fehérje koncentrációt a módosított biurott módszerrel óo a 

felkérje koncentrációt 2,9 mg/ml-re állítottuk be. Ezután ki­

mértük a kívánt térfogatot 0° C-on cloaringot hoztunk létro 

ATP segítségével, majd a rendszert 17°C-oo vízfürdőbe helyez­

tük. néztük az anyag vlozkozitáoát. A clearing fázisban lévő 

aktomiozin viszkozitása viszonylag alacsony volt és minél 

inkább kiteljesedett a szuperprocipitáció annál magasabb
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viszkozitása volt az anyagnak. A szuporprocipitáciő végót a
viszkozitás maximaa jolezte. Ezután a kicsapódott anyag visz» 

kozitdsa már mérhetetlen volt.

2./ A fehérje komponenseket a kísérlethez lcülön-külöa dáalizdltuk. 
Majd az 1*4 aránynak megfelelően beállítottuk a fohórjokaacent- 

rúelőkat. Ezután külön-külün az oktlnhoz és miozinboz ATP-t 
tettünk 0°0-on lö“4* u végkoaeentráclóben majd az 1*4 aránynak 

megfelelően bemértük a komponenseket a viszkoziméterbe, 17°Oon 

inlcubálva. Ezután viszkozitás méréssel követtük a ezuperprecipi- 

táció folyamatát. A mérést csak a ozuperprocipitáció időpilla­
natáig végeztük, mert ezután a viszkozitás mérhetetlen az anyag 

kicsapódás miatt.

Méréseink során megnéztük a miozin és aktin viszkozitását 
is. Ebben az esetben a fehérjokoncentrációk az 1*4, illetve a 

1*16 és 1*1 aránynak megfelelőek voltak.

Kísérleteink során abszolút viszkozitást, hanem minden 

esetbon tris-pufferra vonatkoztatott relativ viszkozitást mértünk.

II. 3. Különböző aránya akt

pi táció :io.

Kísérleteket végeztünk, annak a tisztázására, hogy a 

különböze arányú alctomiozin rendszerek ssupcrprecipitációja 

között van-e különbség.
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Ki3ÓrleteiaIdic3 1*16, 1*0, 1*4» 1*2, 1*1, 2*1 arányú mester­
séges aktooiozinofeat hoztunk létre tisztított miosinbél és 

aktiaból. A fehérje oldatokat dxalizáltuk a kivont ícnerőoségnok 

megfelelően. A dialízis után Q fehérje oldatból kivettünk meg­
batározott térfoga tokot éo 6 parclellal meghatároztuk a koncont- 

rációkat a nódooltott biurett módszerrel. Ezután a feliért© ol­
dattól iámét kivettünk ismert térfogatot és 0°C-on 10~2 Ш vég- 

konc on tráclőju ATP segítségével clearlngct hoztunk létre. A 

0°C-on lévő anyagból kivettünk ismert térfogatot és 6 párhuzamos 

méréssel megnéztük a fehérje koncentrációt. Ezután a clearlag- 

be lévő anyagot 37°C~oa vízfürdőbe helyeztük és szuporprocipi- 

táltattuk о rendszert. A osuporprecipltáciő végén, amikor az 

anyag zsugorodása bekövetkezett, azonnal elválasztottuk a két 
fázist. Me&aértUk a térfogatút és ezután párhuzamos mérésekkel 
megállapítottuk a fehérje koncentrációt. Az ismert térfogatok 

és fehérje koncentrációk segítségévei a ssuperproelpitátum kon­
centrációját meghatároztuk. A módszert pontatlanná tette a 

procipitátum térfogatának elhanyagolása.

Ezért módosítottuk a kísérletet úgy, hogy csak a clearingbo 

lévő anyag koncentrációját néztük meg, majd szuperpreeipitál-
tattuk az anyagot és a felülaszót ismét elválasztottuk az üledék­
től. A fölüluszó koncentrációját is megmértük. Jd a ssuper-
precipítátuaot ismert térfogatban vissza oldottuk. Üegha táros tűk
ismét a fehérje koncentrációt. Ezen fehérje koncentrációk is­
meretében következtettünk a ozupcrprccipitált hányadra. Kísér- 

loteink során megállapitottuk, hogy 1*16,-tél 1*4 F-oktia-miozin
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arányig a szuperprecipitált anyag elválasztása ás a clearing és 

a szuperprecipltáeió folyamata élesen elkülöníthető, míg 

sabb aktin jelenléte esetén az elválasztja tóaág nem olyan éles»

»recipltátua elkülönítése -is tulajdonságainakII. 4. Aj*8ВШ

vizsgálata«

Dolgozatomban már több helyen említettem a szuperprecipi- 

tátum elnevezést. Itt szeretném ismertetni kinyerésének körül­

mény óit. Tisztított mioziubél ás tisztított aktádból különböző 

arányú mesterséges aktomiosin rendszereket hoztunk létre.

Fehérje oldataink okkor magas iönerősségén voltak. Kint 1 

rotes, a ozuperprecipltáeió létrejöttéhez alacsony ionorőoségen 

lévő fehérje oldatok szükségesek. Ezért a már többször (maitett 

és ismertetett fcris-pufferrai szemben dializáltuk a fehérjéket 

többszöri cserével. A dialízis után meghatároztuk a fehérje kon­

centrációkat a már ismertetett módosított biurett módszer segít­

ségévül. Ezután a különböző arányú aktomiozin oldatokból kivettünk 

5-5 ml kb. 6-7 alkalommal /attól függően, hogy mennyi szuper- 

precipitátumra volt szükségünk/. 0°C-on cleoringot hoztunk létre 

állandó keverés mellett ATP segítségével. Az ATP végkoncentrációja 

10**^ M volt. A clearing után az anyagokat 37°C-os vízfürdőbe helyez­

tük és teljes szuperpreclpitáciőt hoztunk létre. Megvártuk mig az 

anyag dohidratálédik, illetve összezsugorodik. Ezután gyorsan
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ec üressel eltávolítottul: a fellU.ua sót és as üledéket ösose-
gyüjtöttük ée hidegen tároltál; a vlsasaoldásis*

As elválasztást nehezítette, hogy a ssaperprecipityció 

folyassata kot lépcsőé, As else lépcsőben a fehér;] ók kb.
60-809S szuperprecipitál • A szí perprecipitátum mennyiségét, mint 
már as előző részben izr.ertcttcra nagymértékben befolyásolja a 

2 olenlévő ok tin mennyisége. As első szuporprecipitátura olkülö- 

nitéoe után a felüluezét tovább inkubálva 37°C-o» újabb opálo- 

sodást figyelhettünk meg. Es as opálosodáo később enyhe aggre- 

gálédáshoz vezet. Es a második lépcső nen tökéletes ssnperpreci- 

pitácié inkább csak precipitáció#

Joloa munkámban nem ioglclkosoe; a második precipiidtn 

tulajdonsdgaival, mivel célom csak as első osuperprecipitátm 

vizsgálata volt. / Figyelemre méltó, hogy e másodszor procipi- 

táit neyagnak la van eazlaaktivitaea» amely távolabbi problémákat
vet fel./

eset kellettA másodszor preoipitált anyag miatt 

választanunk as első asuperprocipitdlt üledéket a felUlusaétól. 

A követkosőkbon csak as első ssuperprecipxtált üledékkel fog­

lalkoznék.

A nyert asuporprocipitdti'xiGt ezután feloldottuk, ügy kezel­

tük» ralut aktomiozin üledéket* Esért 3 S KCl oldat segítségével 

o,5 isi KCl végkoncentráció lg oldottuk vissza. Kísérleteinket mint 
oxLitettem különböző arányú aktaaiozin rendszerekkel végeztük.
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Ií2r osozehasonlitluitiuk a különböző F-ek tin-zoiozin arányú akto- 

niozin rendszerek szupcrprocipitált üledékének óidbatóságát.

Arányaink a már ismertetett arányok voltak. Ezen arányok 

közül a legkönnyebben az ltl6 aktoiaiosin oldódott. Az aktin 

aránya minél inkább növekedett annál nehezebb volt a szuper- 

precipitált üledék visszaoldása.

A visozaoldott üledékek koncentrációját biuret módszerrel 
határoztuk тес, ás azonos koncentrációra állítottuk be.

Ezután a szupernrecfoitátuuok viszkozitását. ATP-áz 

a*, javítását és о asuperproofpltáeió utáni aktin-miozin arányát
vizsgáltuk.

A viszkozitás mérésen alapján az AXP érzékenységre kaptunk 

választ. Elint már ismert ettem az aktomiozin rendszerek magas 

ionerősségen igen magas specifikus viszkozitást mutatnak.
Ha ezen körülmények között АТУ-t adunk a rends sáriié z a viszko­
zitásuk hirtelen lecsöl&on. Majd az ATP elbomlása után az eredeti 
viszkozitás visszaáll. Viszkozitás mérési eredményeink azt mu­
tatták, hogy minden arány esetében a szuperprccipitált Üledékek 

a vissza oldás után is, mint aktomiozin rendszerek viselkednek. 
Ezen vizsgálat nagy segítséget jelentett a továbbiakban az 

ATP-áz aktivitás méréseknél.

?
t-

Ezután a viasza oldott aktomiozin rendszereknek az ATP-áz 

aktivitását vizáról tute. Ezért a magas ionerősségen lévő fehérje 

oldatokat dializáltuk többszöri cserével és nagy térfogattal
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0°C-ffii állandó rálátás mellett 0,01 M KC1 oldattal szemben, 

pH 7,2» A KC1 oldat tartalmazott 10~^ M végkoneontrációban 

B-merkaptoetenolt io az SH csoportok megvédése miatt. A dialízis 

után vizsgáltuk a kicsapódott fehérjeolöat €a+4' és Mg4’4' indukálta 

ATP-áz aktivitását.

Kísérleteinket a követkcaóicéppcn végeztükt

♦4- aktiválta ATi’-áz aktivitás mérés: a iont leirt módon 

dializált fehérjébcl mely felérje koncentrációja általában 

4 mg/ml volt burner tünk I ml-t im ja 1,0 al Ca keveréket mértünk, 
mely tartalmazott o,5 33 KC1, 4.10*’^ M CaCl^, b-io"’^ M tris-puífort. 

1 ml. desztillált vizet a rendszeri inkubáltuk 20°C«o 5 percig, 
majd bemértünk o,2 ml o,l M ATP-t pH 7« Erős kevortetés mellett 

inkubáltuk a rendszert 7 porcig majd ezután КУк-оз TCA-val, moly 

Hideg volt leállítottuk az enzimreakciót, A denaturált fehérjét 
szűréssel távolítottak el a rendszerből. A szűrietat jegos-visboxi 
tároltuk.

Sä

Mg ionok által aktivált ATP-áz aktivitás marós.
i A kiinduláshoz a már előbb ismertetett módon diallzáltuk 

az anyagokat,
koncentrációja 4 mg/ml körüli volt. Ezután bemértünk o,ö ni Hg 

keveréket, mely tartalmazott 4.10”'3:: MgCl^ 5.10"*2 

a rendszert inkubáltuk 5 porcig 20°C-on majd bemértünk 0,2 ml 
0,11 ATP-t pH 7 ezután 7 porcig inkubáltuk az enzimet a szabást» 

rúttal. Az enzim reakciót abbén az esetben is ICA-vai állítottuk

jd b ómért ünk a dializált fehérjéből 1 ml-t mely

M tria-puffert,
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le. A denaturált fehérjét szűréssel távolított!Jc el.

Mind a Ca' ‘ mlad a 1 aktiválta Alf-áz mégha tárolások 

ietéber.. a szűriétbői a már ismertet ott módon fiáké Subborov 

módszerrel határoltuk meg az maorganikus foszfor mennyiségét. 

Mérési adatainkból specifikus aktivitást в zároltunk, üosseíianoa- 

litáoi alapként a czuperprociprltáeió előtti ufetoraiosin rendezo- 

rek enzime tikus aktivitás értékeit vettük.

A ssuperprecipitátum összetételének megismerése céljából 

gélek Ux>f erotikus visz, áiqto".ü i yó, .ez fcüux.

Xioúriotciaket a következeképpen végestük. Az anyagok elő- 

késsitoae úgy történt, hogy a magas ionerusségen oldattam léve 

asupei'procipitátumoü aktomiozin kompleseit dializáltuk tris- 

glicin pH Ü.3 puff orral uzeubea 24 órán át. Ugyanakkor dialisűl- 

tok az beszohasonlitási alapként használt ssuperprocipitáció 

előtti aktooiozin rendszereket is. Az aktin loiosin arányok a már 

lentebb ismerteteti arányok voltak, A diaiisis befőjosése után 

méghatároztuk s fehérje koncentrációkat» majd ureával keceltük 

az anyagokat. As ureás késelés célja, hogy kisebb polipeptidokrc 

bontsuk az aktomiozxnt, xaert ellenkező esetben nem tud belia tolni 

a gélbe. így as alacsony molekulasulyu vegyül etek maradéktalanul 

a gélbe vándorolnak. A fehérje koncentráció ismeretében az oldat­

hoz szilárd ureát adtunk olyan mennyiségben, hogy végkoncentráció- 

ja 0 M legyen. Essel ogyidoben o,l M JJ-merkaptoetanolt is adtunk 

a rendsserhos az ÖK csoportok megvédése miatt, A fehérje oldatokat
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4°C-on egy órán át intenziven kevertettük, tökéletes oldódás 

elérésére. Majd 24h jégozelprénybeun tároltuk ее. ureás fehérje 

oldatokat. Ezután az anyag gélre való felvitelre alkalmas volt.

Kísérléteink során az anyagokat 7»5$-ös akrilaiaid gélre 

vittük fel. A futtatást tris-gliciai pufferten végeztük. A felvitt 

anyag mennyiségű 100 j' volt. tűnt inneretев a gélolektroforetikus 

módszer előnye, hogy igen kis anyag mennyiség szükséges ős ala­

csony fehérje koncéntrácioju anyag a kísérletekhez. Miután lm 

alacsony a fehérje koncentráció nőd van a bekonoentrálásra. A 

gélre felvitt anyagokat futtató kádba helyettük és bekapcsoltak 

a készüléket és loo V-on lo percig végeztük a bokoncentrálást, ha 

ea szükséges volt. Ezután történt az anyag Vitatása, melyet 

25о 7-nál végeztünk. A futtatási idő 2,5 óra volt*

Ezután a gélek fixálása következett, mélyül 12,5$ 2CA-tea 

lo órán át végeztünk. A fi*áxás után a gélek festése következett. 

A gélek festésére azért var. szükség, hogy a gélbe vándorolt 

anyagokat előhívjuk, láthatóvá tőgyül:. A festést l$-oa Coramassie- 

kék-festékkel végeztük. Időtartama 2 óva volt* Ezután a géleket 

lOJí-os fCA-ten mostuk. Ezt az tette szükségessé, hogy a festés 

során az egész gél szine lcék is Így nem láthatók az anyagot tar­

talmazó csikók. A mosást addig végeztük, súg egymástól élesen 

elhatárolt csikókat nyertünk. A gélek tárolása a kimosás után a 

kiszáradás megakadályozása miatt 7$-OS ecoteavben történt.

Kísérleteink pontosabbá tétele miatt módosítottuk a 

leirt metodikát. Miután а В 2S ureás kezelés hatására a fehérjék
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kisebb каароашшекге válnak szét és ozok már s jelben képesek 

babatolni» üo a felvitt fehérjék nngyrésze tiég most ic о start 

vonalon marod. Kzőrt a fehérjéket a későbbi kísérleteinkben 

nemcsak ureával kezeltük.henem a 7»5íő akrilanid gélhez, moly 

tartalmazott б SS ureát még O,l#-os SJ)3-t /nő t rivndodeciiszulfátоt/ 

is tettünk. A fehérjék előkészítésénél a fehérjéket tris.-eeetsav 

puffénál szemben dializáltuk. A puffer pH-je 8,2 volt. Л uializio 

után 0 M v/reával e már leírt nődön kezeltük as anyagokat. Öajd 

az SDS-t és reát tartalmasé gélre felvittük* A futtatás ugyanúgy 

történt nint font leírtam.

Az igy végzett futtatásnál a felvitt fehérje teljes mennyi­
ségű behatol a gélbe.

4teozohaooiiú.itáaf alapként a szuperprecipitácié előtti akto- 

miozin rendszerek a uiozin, valamint az aktin gól-elektrofőre fcikus 

vizsgálatai szolgálnak.

A gélek értékelése kipp «кмш mikrodenzi törné tőrrel történt.
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П1.

!

Az izom kontrakció szuperprocipitáeiós modellje leegy­
szerűsíti az izomban végbemenő bonyolult folyamatokat és igy 

lehetőséget ad arra, hogy a miozin. aktin és ATI’ kölesön- 

hatdaat vizsgáljuk.

Munkám első részében a ezuperprecipitáló aktomiozin rend- 

szert befolyásoló tényezőkre az ATP, a miozin és P-aictin 

rolativ mennyisőgeire igyekeztem adatokat gyűjteni. A szuper» 

preeipitáció kezdőpontjának ismorete elengedhetetlen volt.
1 történő megfigyelés, sőt a turbidlmot- 

rido módszer /alacsony fehérje koncentrációknál/ bizonytalan­
sági faktorokat rejt magában, ezért megpróbáltuk a rendszer 

enziraatikuo aktivitás változását a clearing és nzuperprecipi- 

túció folyamán kapcsolatban hozni a fehérjék kolloidálio vál­

tozásaival.

A közvetlen

Azt találtuk, hogy nemcsak a természetes aktomioain, 
hanem a mesterségesen létrehozott különböző aktin-miozin 

súlyaránya / lilG, 1*8, 1*4, 1*2, 1*1, 2*1 / aktomiozin rend­
szerekben a clearing fázisból a szuperproeipitáció fázisába 

való átmenetnél az ASP-áa aktivitás megváltozása figyelhető

K-'
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doc» moly oeybooslíc a oauporproclpitáció kesdőpoatjával# A 

11« o&* ábrán о különböző arányú aktouiozin rendszerek által 
felszabadított тют&тХкхт яе/mß miosint ábrázol 
függvényében.

as idő

(

НЯ к

ro'S

so

30

20

8 to и II id! (ptrc)2t 26

(

11« as* ábra.

As ábra a különböző üacsetotelü aktooiosin rendszerek 

ATP-áz aktivitásának váltósaoát mutatja a esuperproclpitáclé 

folyamán. A f ehorjо koncentráció azonos volt 7,4 mg/ml« As
ioneruGGÚo ot13 volt / trio-dialisálóvai állítottuk be as

•2lcmcrőaoégot/. pH 7* A clearlnget 10 IS véf^onoontráclőju 

ATP-vel hoztuk létre I 0°c<mOn fe Q e*uporprecipitáciét 26°c

A nyíllal Jelölt pont a osupcrproclpitáció mogindíJLásának idő­
pillanata*
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Ab ábra világosan mutatja as ©eyes görbék irdnytangonaeinok 

változását a clearing ás a csuporprocipitáoió fázisában és 

a ßorb^k töréspontja a & jpitáció koadotóvol egybeesik.üaBűíüítwMtó

A fenti ábrán / ll.oz. ábra / as la jél látható, hogy as 

aktin arány emelkedése már a clearing fázisban is stimulálja c 

miosin Agl^űs aktivitását, ugyanié os anorganikus felszaba­
dulás magasabb, mint hasonló körülmények között as aktin jelön­
ié to nőikül.

Ab aktin arány emelkedése valóban már a clearing fázisban 

is stimulálja a miosin ASB-us aktivitását őst a 12.az. ábra is 

demonstrálja

Aktin hatása myosin АТР-аг aktivitásra s.-p- körülményei között
ugj

mgmyosln

1-Л-А-.М
50

W

1S=A.Pt
30

20

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 Ю 11 12 tlmin/0

12. ss. ábra.

As ábra as aktin hatását mutatja a miosin ATJP-ás akti­
vitására a ssuperprecipltáció körülményoi között.
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A 12*os, ábra kísérleti körülményei, q fehérje
koucootrúcié 7,2 ag/al volt* As lonerősoés о, 13* As AIi*

•»2vég^oncontráeiójo 10 к volt, a pH 7* Aa afcfcüMxLoein arány 

Ií4, illotvo 1|0 volt* A kontroll 7,2 mcAü koncentrációjú
nioain volt*

As átedn látható, hocy a ralosin enanos koncentráció 

mellett állandó AT?-áa aktivitást rautat, 6 perc titán a rend- 

ааоэФеа kUlünböso aránynak megfelelően aktlnt adtunk és as 

átnő világosan m tatja, bogy es aktivitás emelkedéshez 

vezetett* An aktin anélkül, hogy о osugorprocipitáció beinkre t- 

Icosctt volra fokos te аз ATP-ds aktivitást.

k& irodaiamban oaiate о&ыб&ьвш elfogadott as a nőset, 

ha&f ö" aktcaiozin rendszer ATP*hatáaíra a clearing fázisban 

tü-ozinra és aktinra bomlik, ízig a ssuporprecipitáció fázisában 

helyreáll as akiooiosin komplex* Ezért megvizsgáltuk a Cg44' 

hatáeát a clearing fázisra. Ismoretoo, hogy в Са 

AliWíz rOitivitását eresen fokossá.

a aioain

A 13.ss. ábra a fölszabaduló /ugP^Aue taiosin értékét az 

idő függvényében ábrázolja.
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‘X

AM AT P-áz aktivitásának változása a clearing 
ess.-?- korai menyei között

ngR
1. AM ATP hasítás kontroll 
Z AM ATP hasítás 
3 AM ATP hasítás

mg myosin

I
\ED TA] s 1Cfs M jelenlétében 
Г Со**J =1CTiM jelenlétében

7C.

~Ю яО 20 t/min/

13# os* ábra

Az ábra az aktcmiozin ATP-ás aktivitásának változását mu­
tatja a szuporprocipitáciÓ folyamán Ga++ és ШШ. jelenlétében. 
A fehérje koncentráció 7,о mg/mi az ionorőoség o,13 volt*
Az aktin miosin arány Ii4 és a pH 7.
Az l«az. görbe 4*10 M Uc jelenlétében mutatja az ATP-áz 

aktivitását.
A t.as* nörbo io"3 И DTA hatását mutatja a Ca+t 

megkötésével a clearingre.
m2 4.4.A 3.az. görbo 10 И Ca erősön aktiváló hatását mutatja a 

clearing folyamán.
A nyíllal jelölt pont a szuporprocipitáciÓ megindulásának 

pillanata.

toljoo

-3 M végkoncentráciőju L3g++ jelenlétébenAz első görbe 4.10 

mutatja a természetes aktomiozin szuporprocipitáciÓját. A
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töréspont alapján e clearing és e azuperprecipitáció fázisa 

elkülöníthető.
Mr2 К Ca erősen aktiváló hatását autatja 

a fehérj érendő ser ATP bontó képességére о clearing fázisban. 
Látható, hogy a azuperprecipitáció előbb indul nog, mint а 

kontroll / első görbe / aktaaiosin 

vábbi aktivitás fokozódás nem jött létre,

_ 10*3 а ЕША hatását mutatja a Ca++ teljes

esetén, de to-

Á második ,
megkötésével, mely a clearing és a szuperprooipitúció gát-
Ideához vezetett.
Az ATP, fehérje, és ionok közötti kapcsolat tanulmányozása 

során különböző Hg** koncentráció hatását is vizsgáltuk az 

aktomiozin szuporprecipitáciőjára, Megállapítottuk, hogy 

4,10~3 15-ról 10“^ M-re csökkentve a Kg++ kpuceatrdciót 
a ssuperprecipitácié előbb jött létre és ©a a hatás az ala­
csonyabb fehérje koncentráció tartományában kifejezettebb, 
BiVí l в ozv'.perpcpecipitáció idő folyamatát a I5g’f f koncentráció 

kevésbé befolyásolja, úgy tűnt, hogy a Hg++ gátló hatása 

elsősorban a clearing fázisra lrdny .1. Ezt demonstrálja a

MjLS&m&äSU

Az ábra a különböző fohérjо koncentrációk esetében a 

íág+ koncentráció hatását szemlélteti, az idő függvényében.
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PVC

\ 30

■«

20

10

5 mg/m/

14« ez* ábra.

A Mg++ koncentráció hatását osoalélteti az ábra a clearing 

íáais folyamión«
1« 68. Körbe 4.10 Ш Mß koncentráció mellett mutatja a 

ssuperprecipitáció kezdetét«
1сГ4 И Mc++ koncentráció mellett mutatja a 

esuperprecipitácio kezdetét*
3. ez, görbe 4.10**^ Ш Kc++ koncentráció mellett mutatja a

szuperprocipitáció kezdető áe vége közötti időt«
4. sa. görbe 10*4 Ш ie++ koncentráció mellett mutatja a

szuperprocipitáció kezdete és vége közötti időt«
A feliérje koncentráció minden esetben 7 rag/ral volt« As ionerőcsóg 

0,13« A pH 7«

2tS£bJ&£be
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Az eddig demonstrált 11« 12, 13. as. ábrákról is jól látható, 
hogy a asuporprocipitáció nem a bevitt ATí’ teljes lebomlásakor

sorosat, melynél о asuperprecipitáció pillanatában leállított

tudtunk ssuperprocipitűcióba vinni.

úrdekosnek tűnt visssálatokat vócesni a külünbösű fehérje
ssuperprecipltdciójórmk 

és aictcálio Afk koncentrációj ónak üsasefüßsesorul.
A 15.os. ábrán a külünböaő fehérje koncentrációk fösvényében 

ábrázoltuk a osuperprecipitdció pillanatában felszabadult,

koncentrációjú aktemiosin

illetve visszamaradt pH ЛТР / dg fehérje monnylBÓcőt. Látható,
hogy Gyorsabban csökkenő Görbét ad a ssuperprecipitációkor a
rendosorben visszamaradó ATP aonnyisoßo, mint ez elbomlott 
ЛТР mennyioóce. A Görbéből az is kitűnik, hogy minői alacsonyabb 

volt о felérje koncentrációjo, annál több ATP bomlott el 
fehérje mg-kónt.
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5.0

1

-fiätök
4,5

Relativ ATP tartalom a s-p.-pillanatában, 
össlproteinre vonatkoztatva.

Д 5

ДО.
1 el nem bomlott ATP Mg =10* 
2. elbomlott ATP Mg =Ю~*

2J5

го

ts

2

to

---------- • • I » t t
4 5 6 7 8 9 10

: j о 1 2 3 protein mg

15. os. ábra.

As ábra a relativ ATP tertaloat műtétje a szuperprocif-i» 

tűcj ó pillanatába:* ösce. fehérje vonatkoztatva. A Sg4"*” «* 10*^ U 

A fehérje koncentrációk 1 - lo ng/ml váltottak. Ай ATP koncent­
ráció IC*2 П volt. A hőfok 2f>°C.

narszefUti&Set kerestünk a bonért ATP nol/ fehérje íi. vala­
mint a renuazerbon з sup erpre oipitáoiók or vioosamaraűt ATP
relativ nonnyiséno között. Adatainkat változó ATP koncentráció 

óg konctana fehérje koncentráció, lllotvo változó fehérje én
konstane ATP koncontrdció mellett végzőt t kísérletek bői nyertük.

»
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IG.ss» ábra a gsuperproelpitác:ló pillanatában mutatja, 

hogy lineáris össr.ofürjrás van в miosin moIcfcOüra saáiaitott ATP 

ás a randssarbem csuporpreeipitácickor visszamaradó relativ Д1У 

tartalmak kUsött

IG. sa. ábra.
Aa ábra a kuudeti A2J? koncentráció b&táeát 4шош Grálja 

a osT:porprecipitáeióra*
A ioaütt aontok a váltósé AEJ? koncantrúoió eredmény oi.
Ae üres karikák a váltósé feliéige koncentráció mellett véssott 
kísérlet eredményei. As ábrán jól látható a linear!tác.

iinsonloan mefívisakáltuk a ssupcrprecipitáeiő pillanatában 

a ronusserben viaesamaiaíló és elbomlott relativ AfP arányokat 
külonbösé akt in, laioain arányok uollott asonoo cioea-fetoérje 

koncentrációban.
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17« ss« ábra a kísérleti adatokat <It2aonatrá''.ja, as abcisocdn 

as oktin-miosin mol illetve súlyarány» as ordinátán pedig ©а 

A2P fM/vac fehérje értékei vannak felvéve, ügy tűnik, hogy 

lét ősik egy olyan aktin-miosin arány» melynél as elbomlott 
illetve a rendszerben v±Gssamarodé ЛТР relativ mennyisége állan­

dóvá válik.
л

i

A-.M arány hatása a s.-p-ra.

-Ф&П

IS

fel nem bomlott A TP

to

Q5.

elbomlott A TP&

ií 1 г 
i* i i

8 /dimer/AM ~ mólarány 
2-.1 AM súlyarány

4
1

17* os* ábra«

As ábra as F-aktin-miosin arány hatását nute tje a 

ssuporprceipitacióro• A fehérje koncentrációk minden arány 

esetében 7,4 mg/ml volt« A E2gvv 10*4 

o,13 és a pH 7. A osuporprecipitáeiót 2G°C-on végestűk.
Az arányok« 1*1G, l*a, 1*4, 1*2, 1*1, 2*1 volt.



• Ü9 •

Az eíctoaiosln rondo sor szól-í^I-deMdratált gél átalakulá- 

eánalc mélyebbre ható megiméréséhez külön vizsgáltuk a szuper- 

procipitdció kezdő és végpontjai közötti intervallumot. Ebben 

a asokaozban történik nog a fázisateenet, moly végül is a dohiü- 

ratdlt gél zsugorodásában nyilvánul

aint a kísérleti réozbon loirtan, nagy mennyiségű fehérjét 
hoztunk cloariagbe 0°. -on lcf2 И ATP-vel ée állandó keverés 

mellett 17°C-on lnkubáltuk a rendszert# Hoghatározótt időközönként 
azonos térfogatú mintákat vettünk ki a rendszerből, és az ATI’-ás 

aktivitásra a felszabadult anorganikus foszfor raennyiségéből 
következtettünk#

i
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A Ili. Ц| ábra a tornúoactoo aktcqloßin különböző fehérje 

koncentráció mellett suta tje a aorosot ATI-ás viaafíálat ered­

ményeit.

3 75 11 13 IS 17 2 5 idá (ptre)19 21 23

+

lü. OS* ábra.

Aa ábra aa alacsony ionerőasécen láva /о, 13/ terméonotoo 

aktomiosln rendoaer ATP-ás aktivitását mutatja, a felasa- 

badult P± alapján. A fölkérj о koncentrációk» 5*1, 3.7,
2,3 uc/nl*
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As ábrából látható, hogy a telj

áll* As első csakaoz as un. cloariiv: fásig, melyet as ábrán lóvő 

nyíl la jeles. Itt a rendszerben lóve ATP-nok kb. 5$ bomlott lo.

A clearing fásia szakaszát 

ennek első rácson foszfor felszabadulás non mérhető. Es a szakasz

kezdetével. Est a stagnálást köve-

követi,

negogyesik a

ti egy nvoroabb foszfor felosabadulás, mely a ssuperprocipitáció 

befejeződésével egybeeső lassú osakaossal zárul. Ekkor a rond- 

ssorbon lévő ATP-nok kb. 10% bomlik lo.

A harmadik osakass a ssuporprecipitációt követő mrors ATP 

hidrolízis, nely rendszerünkben az uj aktomiozin komplex ATP-úz 

aktivitásának kövotkeznónye.Ezen szakasz specifikus ATP-úz

ozuporprocipitdlt akto-aktivitási értéke lo-15x-o a hasonló

raiosin aktivitásának.

A 19. os. ábra is a fonti megállapításunkat támasztja alá.

Az ábrán az Ii2 arányú P-aktin-miosin rendszer ATP-áz aktivitása 

látható a ssuperprocipitáció folyamán, különböző koncentrációknál.

u a már említett három szakasz, 

valamint az is kitűnik, hogy a ssuperprocipitáció akkor követ­

kezik bo, amikor az ATP még olyan magos koncentrációban van je­

len a rendszerben, hogy más akton!оsin rendszereket képes 

ozuperprocipltudóba vinni.

Itt is
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A ssuperprocipltáoió tehát ош lohet aa alacsony ÁT?

koncontrdcló I: üvetkg menye .

19. oz. álma.
Az ábra 1*2 arányú aktoaiozin rendű sor ATP-áz akti-

vita d változását scenlóltotl a csupoiprecipitáció során. 
A kísérlet során az ionoróoséc o,13 volt. A Ke 
10*4 Ka pH 7. A fehérje koncentráció 3#5,

! 1 koncentráció 

3,3, 2,3 nG/ml.

A 17.-lti.cz. ábrán foltüntotott Iciűórlcti adatokból кiazá­
rai tható a B-aiosin 6a a meotersogeoen létrehozott 1:2 arányú 

F-aktirumiosin rendűzer osuperprocipitációjónak időpillanatában
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fcloza bódult foszfor molje és a bemért laiosin mólok közötti

usszefüßßös.

Eoßullapitottuk» hocy a különböző fohérj c kancontráciéknál 
os az arány állandó. B-miozinnál o,20 ЫР^/Й ni oson, miß az 

Is2 aránynál az ©lobbi érték 4x azaz 1,о2 Ш../Ш miosin a 

foszfor felszabadulás.

További összefoglalómban a ssuporprecipitáció folyamatának 

veßt érmékéről a szuporprocipitátm enzimatlkus, fiziko-kémiai 
és ultrastrukturálle oajátsáfíaira vonatkozó visaGálatainkról szá­
molok bo.

A kioárlotos róssboa rőssletcson ianortett » hoßy a osupor- 

procipitátum kinyeréséhez mcBteroeßesen hoztuk létr© az 1*16, 
1*0, 1*4» 1*2, 1*1,2*1 aulyarónyu P-aktln-miozin koverékoket, 
melyek fohérjokoncentráciéja ozonoo volt. A rendszereket 10**11 

ASP-vcl szuperprecipitáltattuk, majd a keletkezett üledéket 
0,5 IS KCl-ban vissza oldottuk. L'zon orodnényoiaket a 20. az. ábra 

demonstrálja. Az obeisosán az F-ektin-raiozin arány az ordinátán 

о ozuperproclpitdtua mennyisége a clearinß üsszfohőrje <j-ában

van feltüntetve.



- 93 -

• ) •

', №■

20. за. dura.

Az ábra a osuperprocipituB alakiOdoát mutatja a clearing 

%~&Ыш icifojeavo. A külünbosd arányoknál asozioc volt a fehérje 

koncentráció 7 zae/ml. As ionox’őaság o,13 a pll 7*
As arányok* 1*1G, l*ü, 1*4» 1*2, 1*1, 2*1,

látható, 'юсу as asonoa iiiinduláoi fohérlckonc.oatxá.ciőjt 
ellenére as üledék mennyioéco a külünböső F-ak tin-niosin. ará­
nyoknál eltérd, a sas 1*16-tói 1*2 arányig a ssiiporprecipitált 

hózzyad nüvokBaik.as aktin ennél nagyobb arányú jelönié to ooetén

cc ékkőn.

Баек as adatok arra utalnak, hogy os üledék usssetétole 

©Gy optimália F-aktin-oiosin arány kialakulása fölé tendál.
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A ssuperprecipitáti© oaslaatikna aktivitásának követésekor 

й küvotkoso eredményeket kaptuk* A 21. ss* ábra abcisasája az 

P-aktiai-caiosiix arányt, as ordináta a Mg** indukálta ATP-ás 

specifikus aktivitási értékeit jelzi.

21• ez, ábra.
ás ábra a Sg''"P indukálta káXönböső P-aktin-siiosin arányú 

aktontosln ronda serei: specifikus aktivitását demonstrálja*
1. ss. P&rbe a ssuperprooipltáeid ólát ti specifikue,
2. ss, nürbo a ősi;porprecipitáció utáni specifikus aktivitást

mutatja* As ionerűaeég o,l volt és a pH 7* Az ensins« 

basitús 20°0-on történt 7 percig, Ug ion koncentráció 

2 OB as ATP koncentrációja 5 til volt*

As ábrából világosan kitűnik, hogy а кШШиЫ81ёж%Шюа 

képest melyet as 1. cs.ßorbo шиtat a osuperprocipitált üledék
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aktivitám valamennyi oactboa /aliogy ast a 2.ok. Görbe mutatja/
ш/ffsabb vrt.óír.cr.vz eredményes*

EüaeXobbről vizsgálva. mindkét ßürban as aktivitás IjlG-tól 

1:2 arányié; emelkedik as 1*2 ea 2*1 arány lökött me-jzöseliteloß 

виша aktivitási eredményeket mutat.
>

А оsuperprecipitált üledék öcssetótelének pontosabb vissza- 

la tára ßoleiektroforetikua visscálatokát voßestiiak, melyek 

adatait as X.ss, táblárat i;r totke.

Váltósáét lapasstalt nk a kezdeti P-aktirwaiősin arányhoz 

képest a ssuperpreclpitált üledék összetételében, ügy tűnik, 

hocy cs a váltósán egy optimális F-aktiaü-miosia arány kialaku­
lása fold mutat. A táblásat adataiból as optimális arány 

3*1 P-aktiiwniosin nol-шк adódik.

Aktin és miozin relativ mennyisége.

szuperprecipitáció
után

szuperprecipitáció
után

kezdeti

akt in -miozin 
arány

aktin miozin aktin - miozin 
arány%

7.76 8.63 91,37 1:10
1: 8 88,6511,35 1: 8

V 4 83,7116,29 1: 5

1: 2 23,45 76,55 1: 3

1: 1 254.3 74j57 ~ 1: 3
2: 1 28,39 71,61 ~1:3

l
l.ss. táblásat.

As optimális arány 3sl F-aktin-miosin mol-nak adódik. 
A súlyarány 1:3 F-aktin-miosinnak.

,/■ ,. 0-I -i ". Jу.’

‘\■-/'
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Es яв aránybell változás pár hu Bamba állítható as ATP-áz 

aktivitás font említett növekedésűvel#

Ezen eredményeit irányították figyelmünket arra о lehető­

ségre, hogy as optimális sztöliiaaotrikus arány kialakulása 

mellett a fehérje molekulák rendezettség fokozódása hozzájárul­

hat a megnövöküdett ATP-ás aktivitás kialakulásához#

Ezért a komplexek molekuláris asszociációiát vizsgáltuk a 

clearing éo о eauperpreeipitáoió fá siódban elol tromikroszlíópos 

technika alkalmasásával# A szuperprecipitációt alacsony fehérje 

koncentrációnál turblditás méréssel követtük.
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A 22.ва. ábrán látható a különböző aránya aktcralozin rond- 

saorek szuporprecipitáeiójónak turbiditás változása aa idő 

fücevéayébön.

•V

E

idő (рте)9

22. az. ábra.

Az ábra a a alacsony fali úr.je koaoentzációj u /о, 2 то/ul/ 

ltl6, 1*4* 1*1 Fnaktin-mioaln arányú rondnseruk turbiditáo 

változóan. Az ionoróíiact; о ,13 a pH 7 volt. A túr Didi tás sőróo 
25°C-on törtónt. Az AT? vógkonccntrációja 5.10"-** H volt. A 

népét} 540 ura történt.
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látható, as о ozuperprecipitáclóAhol a sörbe 

pillanata•
Ezen vizsgáló módszerrel követve о clearinnét ás a 

ozuperprocipitációt sorodat elektronmikroszkópos preparátumot 
készítettünk.

A következő felvételeken a raiozin, alrtin ás aktomiozin 

negativ festési technikával készült felvételei láthatóak.

1 A felvétel • m. a s loner őssé fji glutároldehiddel 
elektronmikroszkópos képét mutatja. A festés UOg történt.
Az ábra jól szemlélteti a miozin ózdiakat, 
üacyitdoi 15o ooo x.
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1шеак

-<гфч:штФ^

2. es« felvétel

A felvétel о opudicíi Eíódoser szerint preparált F-aktin 

képét mutatja« líuoativ feste a todinikávol preparált 

anyac koncentrációja o,2 iag/nl volt,

Л festés UOg-vol történt, 

ííagyitási lí>o ooo x
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*

3* oo. felvétel

A felvétel as aktoraiosin joliccssoteo "fenyőág* képet 
szemlélteti. A fehérbe koncentráció o,2 ag/ral volt.
A necativ feetéo technikával történt a preparálás.
A feotéo UOg-vel.

Uacyitáss 15o ooo x

t
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A clearing íásia folyaiaán készült felvóteleinkot ezekkel 
Összehasonlítva azt láttuk, hogy a Clearing fázisba többnyi­
re különálló F-aktin éa raiosin filaaenturnok láthatóit, de nór 

a nolekulák Ofiyrásrrrelló rendeződése is megkezdődik.

4, за. felvétel
A felvétel a clearing fázis folyamatát szemlélteti.

A fehérje koncentráció o,2 mg/ml volt. Az ioneröosóg o,lj. 

A pH 7. Az А1Г vógkanoentrációj« Ь.Ю”3 M volt. Különálló 

P-aktin és miozin filaneatuaok láthatók, do as egymásmellé 

rendeződést is mutatja a felvétel,
líefíativ festés technikával történt a preparálás. /Ш^/. 

Haoritásí 15o ooo x.
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A psuporprocipitaolo folyamán létrejött molekuláris
Isi adatok io olűtámaast-rendesettoóg változást viaskositda j 

Jók* A 23« os. ábra esen adatokat foglalja üosso. As ábra 

ebcisosájára os időt as ordinátára a specifikus vioskositás 

értékeit tüntettük fel«

КВДИЯИ

:<»

1
I

I
i

,■

i-
:»

^s. i1. FA 0,58 mg/ml
2. M 2,32 mg/ml
3. U2
4. AM 2ß mg/ml
5. FA*M 2,9 mg/ml

5.0

4,0

4 :
3.0 •v

\5
2,0

10 .3
230

/
00N

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 idő (perc)

23. ss. ábra.

As ábra a ssuperprocipitólá aktocxiosin /1*4 F-aktla-aiosin 

arány/ rondaser visskositáo váltosását osonlélteti.
л

1. os. Körbe 0,58 mg/ml koncentrációja P-aktin specifikus
visskositásdt mutatás.

2. os. ziörbo 2,32 nc/cxL xaiosán specifikus visskositusát

.
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1-2, ss. görbék addielojúból tevődik össze.
2,9 mg/ml aktomiosin / 1*4 arány / specifikus 

viszkozitását mutatja* Ionerőaség o,13 a pH 7*
As ЛТР végkancentráciéja 10 

25° C volt*
0,5ö mg/ml F-aktln alacsony ionerősségen +
2,32 mg/ml miosin alacsony lonorőooégen.
Mindkét otrukturfohérj éhez IO*2 M végkoncentráóié­
ban hidegen ATP- tettünk, ffejd as alctint úo a 

miosint elegyítettük a viszkoziméterbe as 1:4 

F-aktin-miozin aránynak megfelelően*
A hőfok 25°C volt. A pH 7.

A fenti ábrán a kétféle mádon létrohosott aktomiosin rend-

Ja..g£a,i^£b£
4* os* Körbe

-2 Ы volt* A hőfok

^f-Jss^ürbe

. görbe 2,9 mg/mlosor viszkozitás változása látható* A 4.-5*

1*4 F-oktin-miosin arányú aktomiosin viaskositáo váltosását, 

as l*oz* görbe as eleső aktomiosin koncentráclának megfelel и 

P-aktin éa a 2*os* görbe pedig megfelelő miosin vioskositáo 

váltosását mutatja* A 3*oz* görbe as F-aкtin és miosin visz-

kozitusok addiciéjábél adódik* A 4*ss* görbével jelölt anyagunk, 

aktoaiosínként került a clearing fásioba, mig as 5-ös gör'ével 

jelzett esetében ugyanest as arányt közvetlenül visskosimeteáidé­

kor hoztuk létre* Látható, hegy mindkét aktomiosin vieskozi- 

táoa a clearing fázisban felülmúlja a számitott aktomiosin visz­

kozitását# iüint ©a 5* ez* görbe mutatja az akt in és isiozin 

molekulák kapcsolata azonnal megtörténik és elrendeződésük a

nsuporprecipitácié kezdetével válik teljessé* A 4* sz. görbéből 

az is kitűnik, hogy az aktomiosin AfP hatására

L*
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а

ч а 3 2 К F 0 GL. А. ь,л.Ц ,

Kísérleti oredaéayeiiaet a következő pontokban szeretném 

ttwtfaglalal.

1,/ A természetes ás mesterséges aktooiozin rendszerekben a 

Clearing fázisból a ezuperprocipltáció fázisába való 

átmenetnél az ATP-áa aktivitás megváltozása figyelhető meg.

2./ Kísérleteink szerint, egybehangzóan az irodalmi adatokkal 

megállapítható, hogy az aktin és a miozin a clearing 

fázisban is kapcsolatban van egymással. Az aktin stimulálja 

a miozin ATP-áz aktivitását.

3./ A sauporprecipitáció megindulásának idője egybeesik

a rendszer ATP hasítás sebessége megváltozásának idejével. 

Az ATP hasítás sebossógéíiok móré so a szuperprocipitáci6 

követésének jó indikátora.

4./ A ozuperpreclpltáció kiterjedésekor a rendszerben

található ATP kb. 10í& bomlik le. Ez azt a tényt bizonyltja 

hogy a szuperprecipitáció nem az alacsony ATP koncentráció 

következménye.
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5*/ А rendszerbe bevitt, elbomlott 6a megmaradt, ATP/miozin
moláris arányok a seuperprocipitácié megindulásának pilla­
natában jellegzetes összefüggést mutatnak.

&./ A ssuperprecipltáló aktomiozin rendszerben három szokass 

követi egymást* a clearing - & szuperproeipitáció és о 

szuperproeipitáció utáni szakasz.

7*/ A szuperproeipitáció kezdetét ás végét az ATI5 bontás 

stagnálása jelzi, ami feltehetően az aktomiozin rend­
szer foszfcerilá'Óíásával kapcsolatos.

От/ A különböző F-aktin-raiozin arányú azonos fehérje
koncentrációjú aktoraiosln rendszereknél azt találtuk, 

hogy a rendszerből szuperprocipitáló aktomiozin mennyi­
sége a különböző arányoknál tendenciózusan változik*

i

9./ Gőlolektroforotikus vizsgálatok segítségével változást 
tapasztaltunk a kezdeti P-oktin-miozin arányhoz képest 
a ozuporprecipitált üledék össsotételében* A kialakult 

optimális mól arány 3*1 P-aktin-miosin ool-nok adódik*

10*/ A2r-úz aktivitás vizsgálataink őst mutatták, hogy a 

azuperprcclpitátua fögfr indukálta ATP-áz aktivitása 

nemcsak relative, de abszolút mértékben is megnövekedőtt*
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11./ A komplexek molekuláris aanaociáoiőjának viseßdlßta
melyet elektroanJJtoPOWskópos, viszkozitás aóróai vias©!- 

laiokkal követtünk* őst mutatták, hogy fent említett 

aktivitás növekedőо, nemcsak a sstöhlocietrikuo arányok 

váltosáoámk* hanem as F-aktiniaio»in molekulák speciális 

olrejadesőOtísónek is a következménye.
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Ezúton csere tnén aeßkässöimi Dr* GUBA PEREEC egyetemi 
tanárnak, a Ssecoái Orvootudotaányi Egyetem Biokémiai Intését

, hogy Intézetében 

as orvosi-biológiai doktori cím elnyeréséhes dicoaertációQöt 

. olkéoslthossera.

igasgatójónak, hogy lehetővé tette

Továbbá kücsönotem szeretném kifej esni a téma adásért, 
a hassnoa és értékes csalásai tanácsokért, valamint as anyaöl 
óa oosköz-ellátusban nyújtott segítségért.

Lautem оsorolnom megköszönni iír* BOROS iLTV/tiSíAlí és 

hr. 1ШЕ2Н üLGBÁHáK as isomf ehér jók preparálásában nyújtott 

segítségét, MÉSZÁBOS blAGDAIIAK as oloktronmikrossképos visogú- 

lötok olvégsését és a felvételek kiértékelésében nyújtott 

segitoégét.

'took mondani CSBRLP RÓZSÁHAKVégezetül köocönotot 
igen ssorgalnao, lolkiioooroteo és pontos tochnikoi mimkájűért 
és Z3EBXK PÁ1IÍAK a fotámunkák kiviteleséoéőrt.
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A ДЗ&ЬВ’ЯШ IIA3KNÁIT BÓSSZBKEK Élj KÜKÜIKÓHYEK.

f,i e t о Д i к á it

1. Fehér;] éle előállítása

mozin
Irodalombon leirt raódezer alapján» Finck /1965/

Akt in

Szarasizoapor készítése Fouor és munkatársai alapján 

/Feuor, molnár, Pettko, Otraub, 1940/. Л száraz iscuaporból
G«aktia kivonása hideg «least.vízzel brobikowoki és Gergely 

aaerint /brebikowoki, Gergely, 1962» Gpudich, 1971/.
M I2gC12 végkoncentxűciőju-3Az igy nyert G-aktint 0*1 13 KC1, 10 

oldatban F-aktlnná alakítva használtuk.

В - taiozln
Előállítása Szent-Györgyi loiráoa szerint /Szont-Gyürgyi, 1945/

J&*a3ígS3a
Finck szerinti aiosiaból és polimerizált F-ektinból állítottuk 

ölő. A két fehérje oldatot 30 percig azobahőfokm tartottuk 

az aktoniozin rendszer kialakulása miatt.

[ЩЩ/ЯЭЭ
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2, Elektronmikroszkópos preparálás

Negativ festés technikával* fixálva a festés előtt 2,5% 

glutáraldehiddel, majd 2S-os U02 -acetát oldattal faatye.

3, Analitikai meghatározások

Fehérje - tartalom meghatározása* 

Fotometriáé meghatározások.

a, / Biurett módszer /Gorral, Bardav/ill, David» 1949/

b, / Módosított biurett módszer.

Az említett biurett módszert módosítottuk, miután fehérje­

oldataink ionerősségét trises dialízissel állítottuk be,

A tris zavarta a biurett módszert és igy uj kalibrációs 

görbét készítettünk azzal a módosítással, hogy mindig o,5 ml 

mértünk be a dializált fehérje oldatból és ezután adtuk hozzá 

a szükséges reagenseket és a kontrolba is bemértünk minden 

esetben o,5 ш1 trises dializáló oldatot, így vettük fel a 

kalibrációs görbét albuminra és természetes aktomiozinra.

c,/ Mikrobiurett módszer / Goa, 1953 /

Kjeldahl lí- mégha tár ozása

Fehérjetartalom számítása 6,oo v 6,25 • c faktorral.

d,/ Foszfor meghatározás

Fotometriásan / Fiske, SubbaroV, 1929 / 

Fotometriásan / H.Eibl, W,E,M. Lands, 1969 /

1,11
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e./ ATP-áz aktivitás mérés enzimhasitása Mommaerto 

/ Green / szerint

4* Készülékek. eszközök
• s

Spektrofotométer: 

pH mérő:

Sрекtromon 201 

kadelkis vér pH mérő 

házikószitésü és Varburg készülék 

Jonetzki К 24» Zuglói centrifuga, 

mindkettő hűthető, ULCE /Janetzki/

Termosztatok:

Prepárativ centrifuga:

Elektronmikroszkóp: JEOL

Viszkóz!tásmérőshez: Hódos!tott Oswald féle viszkoziméter 

átf* iuő trio - ATP - re 17°C-on 26,5

Ilázigyártmányu gélelcktroioretikus készülék*

Használt old в „t о к

Finck miozinhoz kivonó oldat:

o,3 й KC1, o,o95 M KH2po4 °»°75 12 

KgHPO^j 1 nQ EDTA pH 6,5 I » 0,57

Finck miozinhoz szedinent újraoldó:
o,öl U KC1, o,ll U KHgP04, 0,1K^IP04 

1 гай БОТА pH 6,5 1 « 1,15
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0,6 Ш KCl, 4.10“гм IIqIICO^,

icT2® m2co3 

0,1 в Kci, 10*^ %cßi2

ElLoain ASP-á*i neebatároBáenál haeanált oldat« 

DialiBiahea«

Weber - Edsall oldat*
c .

pH « 9,

Akt in polinoriaálc oldat« pH в 7

ю”2^ KCl, 2#10“5£3 laorkoptootßnol

pH 7 - 7,2
o,5 В KCl, 4,10*’3H CaCl
trie * puffer, 4-0 ,10

5.10*^1 

И ASP pH 7
liuaim aktivitás noßhata- 

rosáohOBi
*о»

-3

Aktanioain A'JJP-ds Qo^tároaúcshos liaaanáit oldat« 

üiallBieliöss* U KCl, 2,10“^ ü morkaptootanol«в10

pH 7 - 7,2
4.10~^ü HgCl2, ».Ю-*2!! trio puffor, 

IO**3 U ASP pH - 7
j^asia aktiv!tue аосш-

tároaáahoa* 4-0 ,

Trie pufforce diallEáló oldat a BBuperprecipitáciőhos*
5,Ю"2 H Trie puffer, KCl

HCl 10~4La oerkaptoetanol 
4, IO**3 П illetve IO"4 U LlßCl,,

5.10~2 И

lOO/j-os ßlicoriaoe oldat feborjooldat tároláaáiios«

1Ш2К)4 1/15 U, iäeplil<>4, 2 HgO 1/15 В

io"4 u mm, ю~3 и iio4p2o7 9G$-oe
glicerin

lilikauagou 0,2 & + 11,7 fi BtagHSgOg,
1/2 HgO

во nl-го üv-ol.

Poacf oaaaecba tárosdelioa *
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1$ Triton X - 100, 2,5$ amonium-

raolibdát 6 n HgSO^-bon oldva*

Gélelektroforéaioheja*

5x10"° U Trio, 3.8*10“ 13 glycin pH »0,3 

Trio 3C,G g cc HCl 4*6 ni via ad. loo ai

-2Elektrodpuffer

"A" oldat

О И urea

Acrylamid 20,8 g K,H* - Letilén • bis- 

о cry lan id, 8 M urea 

10?' araraoniuaperssulfát

"В" oldat

"C" oldat

"0« oldat 8 B! urea

7,5$-os gólkéositéos 1 rész A oldat

2 réoz В oldat

5 rése D oldat üooskeverác után

o,l m C oldat és o,l ml 3-dimotil- 

aminopropionitril /ШРЯ/

seie-kák dv* oldataConnooie-kdk gélíeoték 1%-os

l*2o arányba higitva 12,5',-oo TCA-val

Ли oldatok kéoaitéoéhec 2x desztillált vicét használtunk / Bi d.v*/ 

A kísérletekhez analitikai tisztaságú vegyszereket használtunk*
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