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BEVEZETES

A vdzizomzatban, az osszehizdddsi-elernyedési ciklusok soran
nagy mennyiségl calcium gyors mozgatdsdra van sziikség. Ezt a fo-
lyamatot a szarkoplazmatikus retikulum szabdlyozza, a részét ke-

+ - 2 P id g e P
2 -ATP4dz enzime révén. Az ingeriilet hata-

pezo Cg+ csatorndk és Ca
sdra létrejove depolarizdacié kiovetkeztében C82+ ionok szabadulnak
fel a szarkoplazmatikus retikulumban és a megnyild C32+ csatornd-
kon keresztiil a citoplazmdba dramlanak &t. Ez a folyamat a kontrak-
tilis appardtus aktivdldddsdhoz vezet. Az izomdsszehiizddds vegeén a
citoplazmatikus Ca2+ szint csokkentését a szarkopyazmatikus reti-

2+-ATPéz enzim valdésitja meq.

kulum Ca
Az enzim mikddésének lényege, két Ca atom dtjuttatdsa a memb-

ranon eqgy ATP molekula hidrolizisének felhaszndldsaval. A folyamat

részléteire vonatkozd gyors kinetikus és steady-state mérési ered-

mények felhaszndldsdval deMeis és Vianna a kdvetkezd sémdt szer -

kesztették /DeMeis és Vianna 1979/:

(8) (4)
7) (6) » (5) Co,#p=
*E J *E.pi— ~ ‘*‘Egp co- E3
2 i 2 Mg \ - :
i HOH 2Cao



Az enzim két Ca atomot kot a nagy affinitdsy kotdhelyein /1/.
Ezt kovetden mégkﬁti a tovabbi franszportfolyamatban résztve-
vé ATP molekuldt /2/. Az enzim—Ca2+ komplex hidrolizdlja a Mgz+
ATP molekuldt és ADP levdldsdval egy kovalens kotésd acilfosz-
fat intermediert alakit ki /3/. A foszforildlt /ADP szenzitiv/
intermedier alak konformdciod valtozdst szenved és kialagkul az

un. ADP inszenzitiv foszforildlt intermedier forma /4/. Energe-
tikailag az E~P forma makroerg intermediernek tekinthetd, mig

2+ affinitdsa nagy-

az EZ-P mir nem. Az ADP inszenzitiv forma Ca
ségrendekkel alacsonyabb, mint az ADP szenzitiv formdé, igy a
vezikula helsejében a Ca2+ ledisszocidlhat. Ezt kovetden az en-

2+ jelenlétében defoszforildldédik és konformdcidvdltozas-

zim Mg
sal visszaalakul E/El/ konformdcidéva /5,6,7,8/.
A legnagyobb felbontdsd molekuldris szintd struktdrédlis ada-

2+-ATPéz enzimrdl, ront-

tokat a szarkoplazmatikus retikulum Ca
gensugar diffrakcio alapjdn nyerhetnénk. Rontgen diffrakcids
vizsgéiatokra azonban csak megfeleld méretd éé rendezettségli ha-
romdimenziés enzimkristdlyok alkalmasak /Henderson 1980/. Kris-
tdlyositatlan enzimmolekuldkon nyert rtg-diffrakcids adatok csak
kis felbontdsi, dltaldnos tdjékozdddsra szolgdld adatokat nydj-
tanak /Blasie és mtsai 1985/. A membrdnfehérjék hdromdimenzids
kristdlyositdsdnak megoldatlansdga az elektromikroszkdpos mdédsze-
reket tette egyediil alkalmassd a kozvetlen strukturdlis informd-
cidk nyerésére /Unwin és Henderson 1975/. .

2+-ATPz’;z enzim kétdimenzids

A szarkoplazmatikus retikulum Ca
kristdlyositdsa lehetdvé tette az enzim szerkezetének, membranon
beliili elhelyezkedésének nagyfelbontdsd vizsgdlatdt /Dux és Mar-

tonosi 1983. a,b,c,d, Dux és mtsai 1985/.



A kristdlyositott enzim molekulaszerkezetérdl nyert struktdrd-
lis adatok arra utalnak, hogy az enzim kb. 2/3-ad része nyu-
lik a membranbdl a citoplazmaba. Ezt az enzimrészletet egy kes-
kenyebb un. nyél /stalk/ régié kapcsolja a membrédnhoz /Taylor

és mtsai 1984, Taylor és mtsai 1986. a,b/ /1. &bra a, c/. A

o
membransik jabdl kb. 70 A-el emelkedik ki.
A C32+—ATPéz enzimmolekuldk vanadattal indukalt E2 tipusu keét-

dimenzids kristdlyban diméreket alkotnak. Keskenyebb résziik an-
tiparalell helyezkedik el. Ey tipusy kristdlyban a molekuldk
azonos orienfécidjdak /Taylor és mtsai 1984, Dux ésmtsai 1985/

/2., 3. dbra/. A dimért alkotd enzimmolekdlék a membran sikja fe-
_lett 40 X magassdgban egy hidszer( kapcsolatot alkotnak /Taylor
és mtsai 1986/ /1. &bra b./. A dimér 1l&ancban egymds utdn kovet-
_kezd enzimmolekuldkat egy rovid nydlvény kapcsolja Ossze, szin-
tén a membrén kilsdé felszine felett /1. dbra c./. Ez utébbi ko-
tés a két érintett enzimmolekula heterogén régidit, mig az elfn-
z0 valésiinﬂleg azonos régidit koti ossze. A dimér lancok kozott
oldal irédnyud kapcsolat a membran foszfolipid rétegében jon 1lét-
re /Taylor és mtsai 1986. a,b/. A dimért alkotd két enzimmole -
kula intramembrén része tdvolodik egymdstdél és a kétoldali szom-
szédos dimérek feléjik esd tagjaival alkot fehérje-fehérje kol-
csonhatast /Taylor és mtsai 1986/.

Az enzimkristélyokrél'nyert struktirdlis adatok, valamint a

2+-ATPéz enzim elsdédleges szerke-

szarkoplazmatikus retikulum Ca
zete alapjan Maclennan, Green és Brandl létrehoztdk az enzim ha-
romdimenzids szerkezetének egy lehetséges modelljét /Maclennan
és mtsai 1985, Green és mtsai 1986, Brandl és mtsai 1986/.

/4. dbra/. Azt, hogy az enzim valdban ilyen felépitésd, wmég
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1. édbra Szarkoplazmatikus retikulum Caz+—ATPéz E2 tipusu ket-
dimenzids kristdlydnak hdromdimenzids rekonstrudlt képe.

Felsd rész: a membrdn kristdly feliilnézeti képe;

Kozépsd rész: a membran kristdly membrdnsikkal pdrhuzamos képe,
a vezikula henger hossztengelyével parhuzamos nézet; Alsd reész:
a vezikula henger atmérdjével pdarhuzamos nézet.

/Taylor és mtsai 1986./



2. abra Vanaddttal indukdlt E, tipusid szarkoplazmatikus

retikulum Caz+-ATPéz kétdimenzids kristaly kisfelbaontdsu

0 0
elektrondenzitds térképe a: 61.9 A , b: 114. 2 A |
g 74,40, a kristdly alapegysége az enzim-dimér, a tér-

o)
képen 0.414 mm = 1 A

/Taylor és mtsai 1984./ ,



3. dbra E1 tipusud két-

dimenzids Ca’'-ATPaz

kristalyok elektron-

denzitds térképe: A: ga-

doliniummal indukdlt, B:

praseodimiummal indukdlt

kristaly, rdcsallandok:
0 0

a: 66,8 A) b: 50.4 A,

v 114°, a denzitds tér-
0

képen 1 A = 0.38 mm

/Dux és mtsai 1985./



nem sikeriilt kisérletileg igazolni /Wallace 1987/. Az esetle-
ges hibakat az is okozhatja, hogy szdmitdsaikat szolubilisfe-
hérjek adatbdzisa alapjdn végezték, mivel ilyen ismeretek memb-
ranfehérjékr6l még hidnyoznak.

Vizsgdlataik alapjdn dgy tnik, hogy a szarkoplazmatikus

2+—ATPéz enzim osszesen 10 transzmembrdn alfa-hé-

retikulum Ca
lixet alkot. Koziilik az elsd ot az un. nyél /stalk/ régidban
folytatddik, a membrén citoplazmatikus felszinén. A mdsik ot

transzmembrdn szegment rdvidebb hurkok révén visszafordul a

membran belsejébe.
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4. dbra A szarkoplazmatikus retikulum Ca
Maclennan, Green és Brandl dltal javasolt molekula-

szerkezete /Brandl és mtsai 1986/.



A membrdn citoplazmatikus felszinén az enzim hdrom f6 ré-
gidéjat kilonboztethetjik meg. 1., A Ca2+ kotésért felelds nya-
ki /stalk/ rész felett elhelyezkedd transzdukciés domén. Vald-
szindleg a Ca2+ nagy affinitdsi kotohelyérol vald leszakitds-
ban vesz részt, mikozben a‘molekula ADP szenzitiv formdbdl
ADP inszenzitiv formdba alakul &t /Green és mtsai 1986/. 2.,

A foszforildldéds domén, melyet az eldzd doméntdl a 3. és 4.

- transzmembran hélix vdlaszt el. Itt taldlhatd a vanaddt koto-
dési helye is. 3., A nukleotida kdtno domén, mely az e€lizd re-
giéhoz egy extramembrdn hélixen keresztiil kapcsolddik. E hé-
lix, minf csuklé /hinge/ koril az el6zo két egység elé fordul-
hat, iétrehozvén ezzel az enzimkristdlyok szerkezetvizsgalata-
bl jél ismert hdromszdg alakzatot /Maclennan és mtsai 1985,
Brandl és mtsai 1986/.

A nyaki részt alkoto hélixek térben egymds mellé helyezdd-
ve Biyén hidrofil nyildst alkothatnak, mely lehetové teszi a
ca?* ionok membranon valé dtjutdsdt /Brandi és mtsai 1986, Green
és mtsai 1986/;

| A csatorna kapuzé mikodése az alfa-helikdlis nyél és/vagy a
-transzmembrén hélixek kismértékd csukldszerd /hinge/ elmozduld-
sa révén valdsulhat meg /Tanford és mtsai 1987/.

Tapasztalat szerint az E2 konformdcidéban a molekula tomege-
nek mintegy B %-aval sillyed mélyebbre a membrdnban az El kon-
(formécidhoz képest /Blasie és mtsai 1985, Highsmith ég Scales
. 1984, Perrachia és mtsai 1984, Hasselbach és mtsai 1983/. Az
El konformdcidban egyes hidrofdb csoportok vizes kdzegbe keriil-
nek, ami a hélixek rotdcicjaval a hidrofdb felszinek befelé for-

duldsdat eredményezheti, s ez a csatornanyilds zardddsahoz



vezethet /Green és mtsai 1986, Brandl és mtsai 1986/. Ez a
jelenség, vagy a nyélrégio merdleges mélyebbre sillyedésével,
vagy a molekuldnak a membran sikjdhoz viszonyitott megddlésé-
vel magyardzhatd /Brandl és mtsai 1986/. Az utdbbira utal az
E2 hidratdlt 3llapotdban fagyasztott kristdlyain észlelt int-
ramembrdn fehérje-fehérje mintizat /Taylor és mtsai 1986 a,b/.
Hipozmotiku; kdzegben a vezikula felreped, az E2 tipusi
kristdly elveszti osszefliggd kontur jat. A kétdimenzids kris -
tdlyszerkezet oldalirdnyd rendezettsége megbomlik, mig a
C32+—ATPéz enzimmolekuldk hosszanti, ldncszer(l elrendez6dése
megmarad és bennik az enzimmolekulak orientdcidja megegyezik.
Az igy létrejdtt izoldlt partikuldk, illetve partikula sorok
kémiai szempontbdl valtozatlan konformacidban maradnak. Nem
bizonyitott azonban, hogy molekulaszerkezetik mennyiben 6rzi
meg az intakt kristdlyban felvett alakzatot. A gorbiilt fel -
szinbdl kiszaSadult szerkezet valdszindleg elveszit néhany
—olyan~torzité hatést, mely az intakt kristalyban érvényesilt.

Ezért az izolalt Ca2+-ATPéz dimér ldncok szerkezeti vizsgdla-

ta tovdbbi adatokat adhat az enzimstruktdréardl.

2+ _pTP4z izo-

Munkdm célja a szarkoplazmatikus retikulum Ca
141t dimérek szerkezetének minél pontosabb meghatdrozdsa, jel-
lemzése volt. A kapott adatok Osszevetése az intakt kristdly

értékeivel, s az igy szerzett Gjabb informdcidk beépitése az

enzimmolekuldrdél eddig kialakult képbe.



MODSZEREK

2.1. A szarkoplazmatikus retikulum Ca2+—ATPéz kristdlyositdsa,

izoldlt dimér lancok elddllitasa

Nyil gyors vdzizmaibdl /m. longissimus dorsi/ MNakamura és

mtsai miodszerével szarkoplazmatikus retikulum frakciot alli-
tottunk eld /Nakamura és mtsai 1976/. A C32+—ATPéz enzim E2

tipusu kétdimenzids kristdlyait 0.1 M KCL, 10 mM Imidazol pH

7.4, 5.0 mM Na,.VO médiumban alli-

37740 2
tottuk eld /Dux és Martonosi 1983 a/. 16 éras 2°C-on torténs

0.5 mM EGTA, 5.0 mM MgCl

inkubdlds utén negativ festéses elektronmikroszkdpos vizsgdlat-

© tal ellendriztik a kristdlyok kifejlédését, majd a mintat Beck-

"man L-50 ultracentrifugépan 55.000 g-vel 60 percig centrifugdl-
tuk. Az ililedék, kristdlyos szarkoplazmatikus retikulum veziku-
la szuszpenziot 10 mM Imidazol pH 7.4, 5.0 mM Nq}VOQ, 0.5 mM
EGTA, 5.0 mM MgCl2 tartalmd elegyben szuszpenddltuk fel, ulveg
teflon homogenizdldval /Dux és Ma;tonosi 1983 c,d/. A hipozmo-
tikus kozeg hatdsdra rupturdlt vezikuldkat, illetve az ezekbdl
kialakulé szabad dimér ldncokat 1 % uranyl acetdttal végzett
negativ festést kovetden elektfonmikroszképban vizsgdltuk.

2.2. Az elektronmikroszkdépos negativ szuperpoziciés nagyitdsa

2.2.1. A pozitiv képek eldohivdsi koriulményeinek megvalasztdsa

Egy dllandd /8x/ nagyitdson, kilonbozé expozicids idék-
kel hivtuk eld az elektronmikroszkdépos negativot, kUl?nbﬁzé mi-
n6ségld parirokon: lagy, normdl, kemény, extrakemény. Ezek ko-
ziil a kemény /BHO tipusi/papiron kaptunk a legjobb mindségd

képet. Ezt kovetden 7x-10,5x nagyitdsi sorozatot készitettink



Agfa Varioscop 60 tipusud nagyitdgépen melyekbdl a B8x és 10 x
nagyitdsokat vdlasztottuk a tovdbbi munka elvégzéséhez. A
blendenyildst és az expozicids iddt negativonként és nagyita-
sonként dllitottuk be. Az 5,6 blendenyilds bizonyult a leg -

megfeleldbbnek. Mindig friss keményhivé oldattal dolgoztunk.

2.2.2. A szuperpozicids nagyitds .

Ez a médszer a pozitiv képek eldhivdsa sordn alkalmaz-
hatd. /Markham és mtsai 1963/. Azt a tényt haszndltuk fel,hogy

2+-ATPéz dimeér léncok hosszirdnya mentén a moleku-

az izoldalt Ca
1dk periodikus ismétlédése megmaradt. Ha a pozitiv kép eldohi-
vdsahoz sziikséges expozicids idd t , a dimér lédncban k db mole-
kula koveti egymdst periodikusan, akkor az elsd expozicidt t/k
ideig végezzik, majd k-l-szer eltoljuk a fotdpapirt a dimér lan-
cok hosszirdnya mentén 1 periddushosszal mikdzben t/k iddtartamd
expozicidkat végziink. Egy-egy lancon 4-5 periddikusan ismétlodo
molekuldt taldltunk /k=4,5/. _

Felhaszndlva a diméreken beliili 180 °-os szimmetfiét, megki-
séreltik a finom részletek felerdsitését rotdcios szuperpozi -

cidval is, azaz a szimmetriakozpont koril 180°-kal forgattuk el

a fotdpapirt /k=2/.

2.3. A digitalizdlt kép szamitogépes kiértékelése

2.3.1. A digitalizdlt kép eldallitdsa, a szamitdgépes rendszer
leirdsa '
Az elektronmikroszképos felvételekrsl 8x, 10x-es nagyi-
tdsi pozitiv képeket készitettlink, igy az ossznagyitds

832952x, 1041190x volt. A képeket egy HT Minilux super CCTV



kamera segitségével a HT 680X-CD rendszeren keresztil juttat-

tuk a 64 kbyte memdéridji, Z80 mikroprocesszoru MOBX szamito-

gépbe:
o | CONTROL (5) . -41
sy KEPCIM
r ER 3 |
I 2) l
= | o=
3) I
KAMERA -
n DATA(4) , DATA(4)
VIDEQ A!D ) |
{ 2 VEZ . | A
A : \
R .| pATA2) M AK D
G o K CONTROL'S |
8 I . (5 l
' | SZAMITOGEP
SZINES MONITOR ,\l:\o%f;!zss I o
I  ADDRESSR) I
CURSOR
L REG. rCONTROL (s!
| |
—
FEKETEFEFER | 1
i ‘ HT 680X-CD

A HT 68B0-CD rendszer tombvdzlata




A HT 680-CD rendszer 625 soros OIRT és CCIR TV rendszerek-
hez illeszthetd. AD egysége, fekete-fehér videojelet digita-
1iz4dl, mig a DA fekete-fehér és RGB jeleket is el5adllit a ta-
rolt jelekbdl. A késziilék magvat képezi az a max. 0,5 Mbyte-os
meméria, mely az AD egyséqg és a szamitdgép feldl is hozzafér-
hetd, mikozben folyamatos olvaséséva{ a DA eldodllitja a szab -
vényos fekete-fehér és RGB videcjeleket.

A geometriai felbontds 384x288 képpont, mig a graddcids fel-
bontds 64 féle fényesség képpontonként / 6 bit / képpont/.

A szadmitdgéphez egy dupla hajlékony mdgneslemezes tarold
{artozik, amelybe 8 inches egy oldalas, dupla éﬂrﬂ lemezek 1il-
leszthetdk. A mégneslemezek kapacitdsa 482 kbyte. Egy kép 82
Akbyte—on tdrolhatd, igy egy lemezre 5 kép fér. '

A képfelvétel, illetve a lemezrdl vald beolvasds az SZKI
dltal fejlesztett software segitségével tortént.

A vizsgédlat soran a kép kiértékelendd részeit matrix forma-
jaban taroljuk a szamitdgép memdéridjaban, ahol a matrix elemei
az egyes képpontok sziirkeségi szintjének felelnek meg. Azaz n

sorbél és m oszlopbdl 4116 teriilet egy nxm-es mdtrixnak felel

meg.

2.3.2. A digitalizalt kép linedris interpoldcids nagyitdsa

/A "nagyité" program hajtja végre/

A vizsgdlandd terililetet négyszeresére nagyithatjuk ezzel
az eljardssal. A nagyitott képet ugy kapjuk meg, hogy minden ma-
sodik soraba és oszlopdba olvassuk be az eredeti teriilet egymdst

kovetd sorait és oszlopait. A kimaradd sorokba és oszlopokba
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pedig az eldtte illetve utdna 1lévd sor /oszlop/'elemeinek szam-
tani kozepeét irjuk.

Formulakkal:

a vizsgdlandd terilet: A (n+1)x(m+l)-es matrix

elemei: a,., ahol i=0,1,. n

1)’

¢ vy

3=0,1,...,m

a nagyitott teridlet: B (2n+l) x (2m+l)-es matrix
elemei: bpq’ ahol p=0,1,...2n+1

q=0,1,...,2m+1

b(2i,23)=a(i,3j) i=0,1,...,n

)
j= D ) l 3+ e oy m ?,_.__)_,____?.,_ ....x,.___.-__-_&_.__T e

| ] b- 9-—0-—0 0 -0 O -
b(2i,23+1)= $(b(21,23) + b(21,23+2)) : T
' ‘4,_\'4\_..__?______)(. S8 Koo

.,N @ H__é_ O @_0 _?_ .
j=0,1,...,m-1 ; P

i=0,1,.

I;__.._ et e ’i_.._..x ~_._é___)(. -— -6-_ ———

! | : ! {

& ————— O —0—6

b(21+1,3)= L (6(21,3) + b(2i+2, 3)) | T
==

i=0,1,...,n-1 I ;

©

3=0,1,...,2m

Elsd lépésben minden vizsgdlandd dimérldncot felnagyitottunk

a fent leirt eljdrédsssl.



2.3.3. A digitalizdlt kép dtlagoldsa

/A "Markham" program hajtja végre/

A vizsgdlandd képen kivdlasztottunk egy akkora ablakot,
hogy a dimér teljes egészében benne legyen, de a szomszédos mo-
lekuldba ne nyuljon bele. Ez az ablakméret a tovdbbiakban rog-
zitve volt. Majd a mdsodik dimérre is rdillesztettiik az ablakot
ugy, hogy az igy kijeldlt terileteket egymdssal fedésbe hozva a
megfeleld részek egybeessenek. Abbdl a célbdl, hogy ez minél pon-
tosabban teljesiljon, a program segitségével eltoltuk az abla-
kokat kiilén-kiilon az osszes szomszédos helyzetbe /81 eset/ és
. képeztik a két matrix eltérésnégyzetiosszegét / | &bra/. Ahol ez

a legkisebb érték volt, ott rogzitettik a két ablakot.

| A,B: nxm-es matrixok /ablakok/

C: eltérésnégyzetosszeg

Bs (a(i,j) - b(i, i)
: =

=
1}
p—

1

A két mdtrix megfeleld elemeinek vettiik a szdmtani kdzepét. E
szamtani kozepeket irtuk a mdsodik ablak helyére. Ezt kovetdo-
en kivdlasztottuk a kovetkezd dimért, s rdillesztettiik az ab-

lakot a fentiek szerint.

2



Az G) ablak mozgatdsdval ismét megkerestiik a legkisebb elté-
résnégyzetosszeget add helyzetet, melyet rogzitettink, képez-
tiik az eddigi /3/ mdtrixok szdmtani kiozepét, s az értékeket
az utolsdként kijelolt ablak helyére irtuk vissza. Ezt az el-
jadrast ismételtilk annyiszor, ahdny azonos dl1ldsd dimér volt

a képen; A lequtolstd dtlagolt mdtrix elemei:

K

_ 1
9 " % g%i ap(i,j), ahol k: az dtlagoldsok szdama

S

2.3.4. Konvolucitds zajsz(irés

/A "konvol" program hajtja végre/

A pontszer( zajok kiszirésére alkalmas, linedris elja-
rds /Pratt 1978/. A vizsgdlandd terilet minden pontjdnak a he-
lyére a pont és szomszédai konvoliucids fﬁggvénnyel silyozott
dtlagat helyettesiti:

Az a(i,j) pont helyére az a’ (i,]) pbnt keriil, ahol

2 2
a’ (1,3) = 32— > > ali-kl,j-p-Dhik,p)
= 2., S
k=1 p=1

h(k,p): a konvolicids fiiggvény

A vizsgdlatainkban a kovetkezd hdrom konvolidcids fiigavénnyel

szrtiunk:
11214 40114 111 |4
21 4|2 17121 114 |4
1 | 2 11411 A 14 |1
h h h



2.3.5. Medidn za]jszlirés

/Az SZKI 3ltal fejlesztett software/
Szintén pontszer( zajok kiszlGrésére alkalmas, nem lined-
ris eljards /Tukey 1971/.
Vizsgdlataink soran egydimenzids szir6 figgvényt alkalmaztunk:
A sziirendd terulet bal felsd sakréba helyeziink egy pdrat-
lan szami képpontot letakard ablakot. Az ablak dltal lefedett
kozépsd képpontot a képpontok medidanjdval helyettesitjik, azaz

az ablakban 1lévd értékeket nagysdg szerinti sorrendbe rakjuk, s

1

a kozepsh elem lesz a medidn: 8y, 89,...3, elemek medianja a,
ha (n-1) /2 db elem kisebb, vagy egyenls mint a; €és (n-1) /2 db
elem nagyobb, vagy egyenld mint a - Pl.: a kiovetkezd értékek
vannak az ablakban:- 10,15,63,50,52, ekkor a 63 helyébe 50-et
irunk. Majd az ablakot eggyel jobbra csdsztatva megismételjik az
eljdrdst mindaddig, mig az egész teriiletet be nem Jjartuk.

A medidn sz(rés hatdsdt a kovetkezd egyszerd abra mutatja / az

ablak 5 képpontot takar/:

eredeti: median szirt: eredeti: median szdrt:

EEEREN [ 1] |

1L L 1]

L] l L] | L 1 ||

L ARRENEN |

ANEEEEE HENENEN




Az 3dbrdrdl is jol latszik, hogy azokat a jeleket, melyeknek
periddusa kisebb, vagy egyenld a fél ablak szélességgel, val-
tozatlanul hagyja.
A medidn szirésre fenndll, hogy két sorozat medidnjdnak
dsszege nem egyenld. a két sorozat osszegének a medidanjdval:
med {£(i) + g ()] = med {£(i)} + med |a(i)]

Tehat nem ugyanazt a képet kapjuk, ha atlagolds eldtt végezziik

el a median szirést, vagy dtlagolds utén.

2.3.6. A tavolsagok mérése

/a "mérés" program hajtja végre/
A mérend6 szakasz végpontjait egy-eqgy ponttal jeldljuk

meg, a program segitségével. A két pont tdvolsdgdt a szokdasos

~képlettel szamitjuk ki: d:d(xztxl)z + (yz-yl)2 , ahol d a két

paont tdvolsdga, (xy,y;) az egyik, (xz,yz) a misik pont koordi-
ndtdja. A képeken feltintetett szakasz 1 cm=108 2, ennek hosz;
sza az eldzbé médszerrel s. A méréseket az eredeti terilet két-

ézer nagyitottjan végezzik, ahol a tdvolsdgok négyszer akkorak,
mint az eredeti teriileten. Ha a miszeres nagyitdst N-el jelcl-
juk /832952x, 1041190x/, akkor a kivetkezd képlettel kapjuk meg

0 d 108[°
a d tdvolsdgot A-ben /t/ : t= < 73 |A



EREDMENYEK

3.1. A hipozmotikus kozegben felszakadt kétdimenzids C32+GATPéz

dimér kristdlyok jellemzése

Az eldzetesen kristdlyositott szarkoplazmatikus retikulum
vezikuldk hipozmotikus kozegben felszakadnak, elveszitik dsszer
fiiggd konturukat. A kétdimenzidés kristdlyszerkezet oldalirdnyd
rendezettsége megbomlik, mig a CgtATPéz molekuldk hosszanti, lanc-
szer(G elrendezddése megmarad. Az alapegység a két egymdssal anti-
paralell elhelyezkedd monomerbdl 8116 dimér. A lancok e dimérek
hosszirdnyd ismétlodésébdl dllnak.

Vizsgdlatainkban két szétrobbantott kristdly elektronmik -
.roszképos felvételeit haszndltuk. Ezek a 6554/I.kép/ és 6560/
I1.kép/ szami negativok, melyek SIEMENS ELMISCOP I. tipusii elekt-
ronmikroszkdpban, 60 kV fesziiltséggel 125 000 x-szeres nagyités—
sal késziiltek /5.,0. abra/. E képeken is jé1 lathatd, hogy a
széthullds sordn az egyes lancok egészen kUlﬁnbszé iranyba dol -
hetnek ki. Ezért az egyes szuperpondldsokat csak a sajat és a ve-

le pdrhuzamos ldncokon beliil hajtottuk végre. A II. képen a ki-

lon vizsgdlt teriileteket A-val és B-vel jeloltiik.

3.2. A dimérek jellemzésére haszndlt adatok

A szuperpondldssal a kozos szérkezeti sajatsdgok felerdsod-
nek, igy az eredményiil kapott dimérek pontosabban tikrozik a vald-
sdgot. Jellemzésiikre a kdvetkezd tdvolsdgokat mértik Ye: a monome-
rek hosszdt /a/, szélességét /c/, a monomereket dimérekké Osszekd-
td hid hosszdt /b/, s a monomerek antiparalell elhelyezkedd rovid

nytlvényainak a tavolsdgat /d/ /7. abra/.



5.4bra A vizsgdlatra haszndlt E, tipusi Cazf—ATPéz izoldlt dimér
-lancok /I. kép/. 1 % uranilacetdt negativ festés, elektronmik-

roszkopos nagyitas: 125000x

2

Y_ATP4z izoldlt di-
mér ldncok, /II. kép/. 1 % uranilacetdt negativ festés, elektron-

©. dbra A vizsgdlatra haszndlt E, tipusu Ca

mikroszkopos nagyitdas: 125000 x



/. d4bra Intakt E2 tipusd C%tATPéz kristdaly elektronden-
zitds térképe a,b,c,d-vel jelGlve a dimért, il-

letve monomereket jellemzd paramétereket

3.3. A szuperpozicidés nagyitdssal kapott szerkezet kiértékelése

Az I. kép transzldcids szuperpondldsdnak eredményeit mutat-
ja a B. és G. dbra. Ezzel a mddszerrel csak lancokon beliili at-
lagoldst tudtunk elvégezni. A legélesebb kontlru dimér,a lancon
belili kozépsd, hiszen itt jelenik meg a k szamd dimé; dtlaga
/k szdmi eltoléds esetén/. Lathatdé, hogy a két eredményiil kapott

dimér valdban csak a nagyitdsban kiilénbézik egymdstdl. Mindkét

esetben a /. &brdnak megfeleld "korte" alakzatot kaptuk.



8. 4bra Az I. kép transzlacids Q. 4bra Az I. kép transzla-

szuperpozicidval dtlagolt di- cidés szuperpozicidval dtla-
mérjei, k=4, nagyitds: 832952 x golt dimérjei k=4, nagyi-
tds: 1041190 x

Az irodalombdl ismert, s a képeken is felfedezhetd, hogy a di-
mérek 180°-0s szimmetridval rendelkeznek. Ezt a tényt felhaszndl-
va, rotéciéé szuperpondldst is végeztiink. Egy diméren beliil a fel-
vétel zajossdga és a kis méretek miatt azonban igen n?héz ponto-
san meghatdrozni a szimmetria kodzéppontot. Ezért két egymdst ko -
vetd dimér forgdsi centrumdt jelodltik ki, s e koril hajtottuk vég-

re a rotdcidt.



Ennek az eljardsnak az eredményét mutatja all. és 11. 4bra. Osz-
szevetve a transzldcids szuperpondldssal kapott alakzattal, kii-
lonbségeket tapasztalunk /I. tédbldzat/. A rotdcids szuperpond-

léssal felerdsitett dimér képe kevésbé hasonlit a 7. dbrdn 14t-

hatd "korte" alakhoz.

10. ébra Az I. kép rotédciés szu- 11. 4dbra Az I. kép rotécids
perpozicidval dtlagolt dimér- szuperpozicidval dtlagolt
Jei, k=2, nagyitds: 832952 x dimérjei, k=2,

nagyitds: 1041190 x

A II/A. lancokon elvégzett transzldcids szuperpondldsok szin-
tén "korte" alakd monomereket adtak eredményiil /12.,13. &bra/. Usz-
szehasonlitva azonban a 8. és Q. &brdn léthaté dimérek méreteivel,
jelent6s eltérések mutatkoznak, monomerjeik hosszabbak és az egy-

mastol vald tdvolsdguk is megnott /I. tébléazat/



12. d4bra A II/A. kép transzldcids szuperpondlédssal &tlagolt

dimérjei, k=5, nagyitds: 832952 x

13. dbra A II/A. kép transzlicids szuperpondldssal dtlagolt

dimérjei, k=5, nagyitds: 1041190 x



A II/B. dimér ldncok rendezetlenségiik miatt fotd eljdrédssal
torténd transzldcids szuperpondldsra nem alkalmasak. Ezért ezen
a teriileten rotdcids szuperpondldst hajtottunk végre. Az I. kép-
hez hasonldan itt is két egymdst kovetd dimér szimmetria kozép-
pontjdt hatdroztuk meg, s e koril végeztiik el a forgatdst /14.,
15. 4bra/. Monomerjeik alakjdt tekintve a 14., illetve a 1%5. &b-
ra al0., illetve a !1. dbrdn ldthatdkéhoz hasonlitanak, azonban
méreteikben jelentds kiilonbségek mutatkoznak. A 14., illetve a 15.
abran a monomerek joval nagyobbak, mint a 1., illetve a 11. dabrén
lévok, masrészt a diméreket alkotd pdrok tdvolsdga is igen meg-

nott /I. tablazat/.

14. abra a II/B. kép rotdcids 15. dbra A II/B. kép rotéacids
szuperpondldssal dtlagolt di- szuperpondldssal dtlagolt di-
mérjei, k=2, nagyitds: 832952 «x mérjei, k=2, nagyitds: 1041190 x



I.

I. kép
N=832952x transzl.szup.

rotacids szup.

N=1041190x

transzl.szup.

rotacios szup.

II/A. kép
N=832952x transzl.szup.

N=1041190x
transzl.szup.

I1/B. kép

N=832952x rotdcids szup.

N=1041190x

rotdcids szup.

Az E, tipuzd intakt
kristdlyban:

- 26 -

TABLAZAT

57
45

57
49

88

89

68

70

62

44
35

45
46

48

44

50

61

46

95
91

98
96

120

119

135

144

88

712
54

67

84

91

96

105

72

Az 1. képen meghatdrozott transzlacids és rotdcids szuper-

pondlasok értékeit osszevetve, megdllapithatd, hogy az elfor-

gatassal nyert alakzat valészinilileg kevésbé tiikrdzi a valdsa -

got, mint a transzldcidval kapott. A 6.,9. dbrdn lathaté kerek

monomerek is erre utalnak. Az eltglésos szuperpondlas eredménye

szerint a monomerek hossza kb. 5 A -el csokken, szélességiik meg-

marad, az 6ket osszekotd hid hossza kb. 8 R -e1l megnd, a rovid

nyulvanyok tdvolsdga pedig kb. 2 R -el csikken az irodalombél

ismert intakt kristdlyra vonatkozd értékekhez viszonyitva

/1. téblazat/.



A II/A. kép monomerjeinek értékei mar jdoval nagyobb mértcék-
ben térnek el az intakt kristdlyban mértekeétdl. A monomerek és
2z oket oOsszekotd hid hossza kb. 1,4-szerese az irodalmi érték-
nek /I. téblédzat/. Ennek alapjdn feltételezhetd, hogy nem a 7.
abrdn feltintetett iranybdl léfszanak ezek a dimeérek.

A II/B. kép megerdsiti a rotdcids szuperpondldsrdl az I. kép-
nél elmondottakat. Az igy keletkezd monomerek inkdbb kor alakii-
ak, mint hosszukdsak. A tilsdgosan nagy értékek miatt ezekrdl a
partikuldkrol is feltételezhetd, hogy a /. abran feltiinetetettol
eltérd irdnyd vetiletet mutatnak az elektronmikroszkdpos felvé-

telen.

3.4, A szdmitdgépes vizsgdlat eredményei

3.4.1. A linedris interpoldcids nagyitdssal kapott képek

A felnagyitott diméreken pontosabban lehet az dtlagoldst
elvégezni, ezért a digitalizdlt képek vizsgélandd terileteit négy-
szeresiikre /oldalait kétszeresre/ noveltik. A iineéris interpold-
cidé alkalmazdsaval egy "eld" simitdst is végeztiink a képeken:
emiatt egy zajpontbdl nem lesz négy zajpont, mint az egyszerd egy
képpontot néqgy képponton megjelenitd eljdrds esetén, hiszen a
szomszedos pontok értékei mdédositjdk a zajpontét.

Az I. képen, a partikuldk, partikula sorok irdnydt figye-
lembe véve néqgy eqységet kiilldnbgztettiink meg. Ezeken az egysége-
ken belil a nem tilsdgosan zajos, egymdssal azonos dlLldsud dimé-
reket, dimér lancokat hagyitottuk fel a tovébbi feldoigozés cel-
jabdl. Az eredeti felvétel az dbrdk jobb oldalan, ill. alol, a

nagyitott képek a bal oldaldn, illetve felil lathatdk.



Az 1/1. rész a szétesett kristdly bal szélsd "karja" /16.,
17. &bra/. A szémozasban az éramutatdé jarasdval ellentétes
irdnyban haladtunk, tehdt az I/2. az el6zd kristdlyrészlet-
t61 jobbra esé "kar" /18.,19. &bra/, stb. Az I/3. rész nagyi-
tott, digitalizdlt képét a 20. és 21., az I/4.-ét a 22. és
Z23. &brék mutatjdk. A nagyitott teriileteken jol ldtszik, hogy
a kisebb felbontdsd, még egységesnek tekinthetd dimérek ko-
z0tt is vannak eltérések. Ezeket figyelembe véve, egy-egy
irdnyban dtlagban 9 db dimért lehetett szuperpondlni.

A II. képet a fotd szuperpozicids nagyitdshoz hasonldan
A és B részre osztottuk. A II/A. digitalizdlt, nagyitott fel-
vételeit mutatjdk a 24., 25. dbrék, a II/B. részét pedig a
2p. és 27. &brak.

16. 4bra Az I. kép bal szélsé egységének /I/1. rész/ digitali-
z4dlt felvétele, nagyitds: B32952 x: jobb oldalon; a jobb olda-
li teridlet linedris interpoldcidval nagyitott képe, nagyités:
1665904 x: bal oldalon



17. abra Az I. kép bal szélsd egységének /I/1. rész/ digitali-
zalt felvétele, nagyitds: 1041190 x: jobb oldalon; a jobb ol-
dali teriilet linedris interpoldcidval nagyitott képe,
nagyitds: 2082380 x: bal oldalon

16. ébra Az I. kép 2. egységének /I/2.rész/ digitaliz4dlt felvé-
tele, nagyitds: 832952 x: Jjobb oldalon; a jobb oldali teriilet

linedris interpoldcidval nagyitott képe, nagyitds: 1665904 x:
bal oldalon
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19. 4bra az I. kép 2. egységének /1/2, rész/ digitalizdlt fel-
vétele, nagyitds: 1041190 x: jobb oldalon; a jobb oldali terii-
let linedris interpoldcidval nagyitott képe, nagyités:

2082380 x: bal oldalon

20. dbra Az I. kép 3. egységének /I/3. rész/ digitalizdlt felvé-
tele, nagyitds: 832952 x: jobb oldalon; a jobb oldali teriilet li-
nedris interpoldcidval nagyitott képe, nagyitds: 1665904 x:

bal oldalon



21. dbra Az I. kép 3. egysénének /I/3. rész/ digitalizdlt felvé-

'~ tele, nagyitds: 1041190 x: jobb oldalon; a jobb oldali teriilet

linedris interpoldcidval nagyitott képe, nagyitds: 2082380 x:

bal oldalon

22. 4dbra Az I. kép 4. egyseégének /I/4. rész/ digitalizdlt felvé-
tele, nagyitds: 832952 x: jobb oldalon; a jobb oldali teriilet
linedris interpoldcidval nagyitott képe, nagyitds: 1665904 x:
bal oldalon



Z23. Abra Az 1. kép 4. egységének /I/4. rész/ digitalizdlt felvé-
tele, nagyités: 1041190 x: jobb oldalon; a jobb oldali terilet

linedris interpoldcidval nagyitott képe, nagyitds: 2082380 x:

bal oldalon

24. dbra A II/A. kép digitalizalt felvétele, nagyitds: 832952 x:

alsé rész; az alsd teriilet linedris interpoldcidval nagyitott

képe, nagyitds: 1665904 x: felsd reész



25. &bra A II/A. kép digitalizalt felvétele, nagyitds: 1041190 x:
als6 rész; az alsd teriilet linedris interpoldcidval nagyitott
képe, nagyitds: 2082380 x: felsd rész

26. dbra A II/B. kép digitalizdlt felvétele, nagyitds: 832952 x:
jobb alsé rész; a jobb oldali terilet linedris interpoldcidval

nagyitott képe, nagyitds: 1665904 x: jobb oldali és felsO rész



27. dbra A II/B. kép digitalizdlt felvétele, nagyitds: 1041190 x:
jobb alsé rész; a jobb oldali teriilet linedris interpoldcidval
nagyitott képe, nagyitds: 2082380 x: jobb oldali és felsd rész

3.£.2. A Ezémitégépes dtlagoldssal kapott szerkezet kiértékelése

A kétszeresre nagyitott diméren hajtottuk végre az &tla-
goldsckat. A ldncok pdrhuzamos elhelyezkgdése miatt ezt a mive-
letet nem csak az egyes sorokon beliil, hanem az egész teriileten
végezhettik. Az utolsdéként kapott, felerdsitett partikuldt a ki-
ertékelés megkonnyitésére még egyszer felnagyitottuk a kétszere-
sére. Az esetleg megmaraddé pontszerid zajok tovédbbi kiszlrésére,
az alakzat lesimitdsdra haszndltuk a felnagyitott diméren a kon-
volicids, illetve a medidn szlirést. Annak eldontésére, hogy a
kétféle simitd el jdrds koziil melyiket alkalmazzuk, az egyik ki-

dtlagolt diméren -kiprébdltuk az Osszes lehetséges szGrofiggvényt.



28. &abra Konvolicids és medidn sziirés hatdsa a szamitdgépes at-
lagoldssal kapott diméren. Bal felsd sarok: az dtlagoldssal nyert
dimér /3 db/, a mellette 1évé 3 dimér a hy, az alatta 1évé 3

dimér a h2, a kép kozepén 1évo 3 dimér a h3 figgvényekkel tor-
ténd egyszeri, kétszeri és hdromszori konvolicids sziirés utdn;
jobb fels6 sarok: a kidtlagolt 3 dimér a hdrom ablakos medidn sz(-
rés utdn; bal alsd sarok: az ot ablakos medidn sziirés utdn; jobb

1

alsd sarok: a hét ablakos medidn szlrés utan
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Az igy kapott &iméreket mutatja a 28. dbra bal felsd negyede a
kovetkez6 sorrendben: a bal felsd sarokban 1dthaté eredeti

/nem simitott/ dimértél jobbra 1évd harom alakzat a h, /1d.
médszerek/, az alatta 1évd harom a h2 és a tole 45°-0s szogben
lefelé esd harom partikula a h3 figgvények egyszeri, kétszeri
és haromszori alkalmazdsa utén. A jobb felstd negyedben a hé;om
ablakos, a bal alsd negyedben az 6t ablakos és a jobb alsdé ne-
gyedben a 7 ablakos medidn szirés /1d. mdédszerek/ eredménye 1ldt-
haté /28. abra/. Megdllapithatd, hogy mdr a harom ablakos medi-
dn sziréssel is tuilsdgosan elhomdlyosodik a dimérek korvonala,
s az ot, illetve a hét éblakossal ez csak fokozddik. Az egyszer
élkalmazott konvoliucids szirofiiggvények hatdsa nem érvényesilt.
A kétszeres szlirés hatdsa is csak a h3 fliggvény esetében mutat-
kozott, amin mar a héfomszoros szOrés nem modositott szamotte-
viben. Ennek alapjédn a h3 fiiggvénnyel torténd kétszeres konvo -
ldicids szdrést alkalmaztuk a kidtlagolt, négyszeresre nagyitott
dimérekre. A simitott diméreket az eredeti mellé, vagy ald he-
- lyeztik el.

_ Az I/1 teriletrdl a 832952 x-szeres nagyitdsban késziilt po-
zitivon 7 db, az 1041190 x-szeresen 11 c¢b dimért dtlagoltunk ki
/29., 3(0. abra/. Megdllapithatjuk, hogy a monomerek alakja a 7.
dbrédn megrajzoltaknak megfeleld. A kétféle nagyitdsban készilt
pozitivok kidtlagolt dimérjeinek méretei kozott nincs jelentds

eltérés /II. tibldgzat/. : {



29. 4bra Az I/1. kép digitalizdlt, nagyitott teriiletének 4&t-

lagolt dimérjei, k=7. Nagyitds: 1665904 x. Jobb fels6é rész: az
eredményil kapott dimér kétszeres, linedris interpoldcids na-
gyitds utan; alatta: az dtlagolt, nagyitott dimér h1 konvolud-
cidés figgvénnyel kétszer simitott képe: kozépen: 6 db:dtlago-

las uténi‘dimér kétszeresre nagyitott képe. Nagyitds: 3331808 «x.



3C. dbra Az I/1. kép digitalizdlt, nagyitott teriiletének 4tla-
golt dimérjei, k=11. Nagyitds: 2082380 x. Kdzépen: az eredmé-
nyil kapott dimér kétszeres, linedris interpoldcids nagyités
utdn; jobb felsd rész: az dtlagolt, nagyitott dimér hl konvo-
licicos fiiggvénnyel kétszer simitott képe. Nagyitds: 4164760 x.



Az I/2. részrdl a 832952 x-szeres nagyitdsban késziilt po-
zitivon 7 db dimér, az 1041190 x-szeresen 5 db dimér dtlagdt
vettik /31., dbra 2. dimér, 32. dbra 1. dimér/. A kapott mono-
merek alakjdbdél hidnyzik a keskeny nyulvanynak megfeleld rész,
hosszirdnyd rovidilés tapasztalhatd mindkét dbrdn /II. téabla-
zat/. A felso két léancban egyes monomerek eqgy kicsit elcsusz-
tak egymas felett, s egy-egy dimér nem fért el egy ablakban,
illetve a kovetkezd dimér egy darabja is bele kerilt az ablak-
ba. Ezért ezeket a diméreket alkoto monomerket kiilon /a felsdt
és az alsdét/ dtlagoltuk. igy csak a monomerek alakjardl nyer-
tink felvildgositdst, az egymdshoz viszonyitott helyzetiikrol
nem. A 832952 x-szeres nagyitdsban késziilt pozitivon 4 db, az
1041190 x-szeresen 7 db /alsé és felsd/ monomert adtunk dssze
/31. dbra 1. dimér, 32. ébra 2. dimér/. A felsd monomereknél
felismerhetd a "korte" forma, mig az alsdk valamilyen elfordult
helyzetben lédtszanak. Ezek méreteit nem tartalmazza a tabldzat.

Az I/3. terileten is két csoportba soroltuk a diméreket, s
ennek megfelelden kilon dtlagoltuk Sket. A 832952 x-szeres nagyi-
tésid pozitivon az egyik céoportban 5 db, a masikban 7 db dimért
adtunk ©ssze /33. abra/. A két csoportban kapott alakzatok ada-
tai azonban a rovid nyGlvéanyok tdvolsagat /d/ kivéve, megegyez-
nek /II. tablazat/. Az 1041190 x-szeres nagyi tdsu pozitivon 3 db,
illetve 6 db dimért atlagoltunk ki, azonban a 3 db dtlagolds nem
er6sitette fel a kizés szerkezeti sajdtsagokat, igy ennek kiér-
tékelését /s mar nagyitdsst is/ melléztiik /34. dbra legalsé sor/.
Az 5. és 6. dtlagolds utdn kapott diméreket nagyitottuk fel, majd

simitottuk /34. &bra/.



31. édbra Az I/2. kép digitalizdlt, nagyitott teriiletének &at-

lagolt dimérjei, k1=7, k2=4. Nagyitds: 1665904 x. Jobb felsd
rész: 1. dimér a 4 db,2. dimér a 7 db dtlagoldssal kapott di-
mér, keétszeres, linedris interpoldcids nagyitds utdn; alattuk:

az 4dtlagolt, nagyitott dimérek hl konvolidcidés figgvénnyel két-

szer simitott képe. Nagyitds: 3331808 x.



32. abra Az 1/2. kép digitalizalt, nagyitott teriiletének &4t-
lagolt dimérjei, kl=5, k2=7. Nagyitds: 2082380 x. Jobb felsd
rész: 1. dimér az 5 db, 2. dimér a 7 db dtlagolds eredménye-
ként kapott dimér, kétszeres, linedris intérpoléciés nagyitds
utdn; alattuk: az dtlagolt, nagyitott dimérek hl konvollcids

figgvénnyel kétszer simitott képe. Nagyitds: 4164kK0 x.



Alakjukrdél megdllapithatjuk, hogy az irodalombdél ismert "korte"
formdjuiak. A kétféle nagyitdsd pozitivon ldthatd kidtlagolt di-

mérek adatai megegyeznek /II. tdblazat/.

33. dbra Az I/3. kép digitalizdlt, nagyitott teriletének &tla-
golt dimérjei, k1=5, k2=7. Nagyitds: 1665904 x. Jobb felst rész:
a 7 db atlagolds eredményeként kapott dimér kétszeres, linedris
interpoldcids nagyitds utdn; alatta: az atlagolt, naéyitott di-
mér h1 konvoliciés fiiggvénnyel kétszer simitott képe; alsé rész:
1 dimér az 5 db dtlagoldssal kapott dimér kétszeres, nagyitott
képe; mellette: az dtlagolt, nagyitott dimér hl konvoliciods fligg-

vénnyel kétszer simitott képe. Nagyitds: 3331808 x



34, dbra Az I/3. kép digitalizdlt, nagyitott teriiletének &dtla-
golt dimérjei ki=6, k,=3 /legalsé sor/. Nagyitds: 2082380 x.

Jobb fels6 rész: 6 db /1. dimér/, ill. 5 db /2. dimér/ dtlago-
1l4s eredményeként kapott dimérek, kétszeres, interpoldcids na-

gyitds utdn; alattuk: az &tlagolt, nagyitott dimérek hl konvo-

licidés fiiggvénnyel kétszer simitott képe. Nagyitds: 4164760 x.



Az I/4. teriiletr6l készilt 832952 x-szeres nagyitdsd pozi-
tivon 10 db, az 1041190 x-szeresen 8 db dimért adtunk Ossze
/35., 36. dbra/. A kétféle nagyitdsi pozitiv kidtlagolt dimér-
jei kozott nincs Jelentds kiilonbség, alakjuk megfelel a 7. ab-

ran megrajzoltakénak.

35. dbra Az I/4. kép digitalizdlt, nagyitott teriiletének &dtla-
golt dimérjei k=10. MNagyitds: 1665904 x. Kozépen: az eredményil
kapott dimér kétszeres, linedris interpoldcids nagyitids utdan;
mellette: az dtlagolt, nagyitott dimér h1 konvolicids fiiggvény-

nyel kétszer simitott képe. Nagyitds: 3331808 «x.



36. dbra Az I/4. kép digitalizdlt, nagyitott teriiletének dtla-

golt dimérjei k=8. Nagyitds: 2082380 x. Kozépen: az eredményil
kapott dimér kétszeres, linedris interpoldcids nagyitds utdn;

mellette: az dtlagolt, nagyitott dimér h1 konvolicids fiiggvény-

nyel kétszer simitott képe. Nagyitds: 4164760 x.



A II/A. teriletrdl 832952 x-szeres nagyitdsban késziilt po-
zitivon 12 db, az 1041190 x-szeresen pedig 8 db dimért dtlagol-
tunk ki /37., 38. abra/. A két &brdn lathatd dimérek méretei a-
zonosnak tekinthetdek. Eredményiil a "korte" alakot kaptuk meg,
csak a monomerek hosszukdsabbak és a dimért alkotd monomereket
osszekdtd hid is hosszabb, mint a 7. dbrdn feltiintett irdnybdl

ldatott dimérek megfeleld méretei /II. tébléazat/.

37. d4bra A II/A. kép digitalizdlt, nagyitott teriiletének &tla-
golt dimérjei k=12. Nagyitds: 1665904 x. Jobb felsd sarok: az
eredményil kapott dimér kétszeres, linedris interpoldcids na-
gyitds utdn; alatta: az dtlagolt, nagyitott dimér h1 konvoli-

cios filiggvénnyel kétszer simitott képe: Nagyitds: 3331808 x.



38. dbra A II/A. kép digitalizdlt, nagyitott teriletének &atla-
golt dimérjei k=8, MNagyitds: 2082380 x. Jobb oldalon: az ered-
ményil kapott dimér kétszeres, linedris interpolédcidst nagyitds
utdn,; bal fels6 sarok: az dtlagolt, nagyitott dimér h1 konvolid-

cids fliggvénnyel kétszer simitott képe: Nagyitds: 4164760 x.



A II/B. rész dimérjei is jdval nagyobbak, mint az irodalmi
ertékek. A 832952 x-szeres nagyitdsd pozitivon 18 db, az
1041190 x-szeresen 16 db dimért tudtunk kidtlagolni /39.,4Q.
dbra/. Itt is elddllt az a helyzet, amit mdr az I/2. képen is
tapasztaltunk, miszerint a dimért alkotd monomereket csak kiilon-
kiilon lehetett osszeadogatni. Azokba az ablakokba ugyanis, me-
lyekbe a dimérek belefértek, a szomszédos dimér egy része is be-
le keriilt. Ezért a moncmerek egymdshoz vald viszonydrol nem mond-
hatunk semmit. A monomerekrdl azonban megdllapithatdé, hogy alak-

juk az I/2. 4dbrédn léthatd teljes dimérekéhez hasonld.

39. &dbra A II/B. kép digitalizdlt, nagyitott teriiletének &tla-
golt dimérjei k=18. Nagyitds: 1665904 x. Jobb felsd rész: az
eredményiil kapott dimér kétszeres, linedris interpoldtidés na-
gyitds utan; alatta: az dtlagolt, nagyitott dimér hl konvolu-

cids figgvénnyel kétszer simitott képe. Nagyitds: 3331808 x.



L0. 4bra ATII/B. kép digitalizalt, nagyitott teriletének atla-
golt dimérjei k=16. Magyitds: 2082380 x. Kozépen: az eredményiil
kapott dimér kétszeres, linedris interpolédcids nagyitds utédng
mellette: az dtlagolt, nagyitott dimér h1 konvoldicids fliggvény-

nyel kétszer simitott képe. Nagyitds: 4164760 x.



Kép

I/1.

I/2.

,~I/3.

I/4.

Nagyitas

832952x

1041190x

832952«

1041190x

832952

1041190x
832952x

1041190x

Az I/1., I/3.

S.E.:

a

62+1,95

0,52

60
66
60
62
58
53
55
52
60
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62
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60
65
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62
62
62

8823, 95

ITTABLAZAT

képek dtlaga:

b c
42
84
45
41
86
45
43
84
46
45
90
44
41
85
42
41
86
47
44
86
48
49
91
44
46
95
43
C
442,65
0,71

o
71
68
64
59
63
70
67
65

68

d

1,04

(6]
A

672,76

] az atlagola-
sok szdma /db/

11

10

54



o}
Kép Nagyitéds a b C d [A] az adtlagoldsok
szama db
II/A. 832952x 81 42
98 76 12
83 42
1041190x 83 43
104 69 B
80 - 46
II/B. 832952« 72 57 18
72 57
1041190x 71 60
69 55 16

Az E2 tipusi intakt kris tdlyban:

62 88 46 12

A II. tablazatban a;é €s a c paramétereknel feltUnte}X& ket
erték a felsd és az alsd)monomerekre vonatkozik.

A II. téblédzatbol kiolvashatd, hogy az I/1., I/3., és I/4.,
terileteken fekvé dimérek méretei kozott elhanyagolhatdé a kiilonb-
ség, ezért ezeket azonos irénybbl latszdknak tekintjik, s atla-
gukat képezhetjik. Ez az dtlag 54 db dimér Osszeaddsdbdl adddott.
Monomerjeik hossza, szélessége, s a két egymdssal antiparalell
elhelyezkedd monomert dimérré o6sszekotd hid hossza megegyezik az
intakt kristdlyban mért értékkel. A diméren belili keskeny nyudlva-
nyok tédvolsdga /d/ viszont kb. 5 R -el csékkent.

Az I/2. és 1I/B. kép dimérjei formdjukat tekintve hasonldak,
inkdbb kereknek, mint hosszukisnak mondhatdk. Az I/2. terileten
lévé dimérek azonban csak hosszukban kiilgnbdznek /lerdvidilnek/
az I. kép tobbi részén fekvd dimérekt6l, mig a II/B. monomerjei
minden irdnyban nagyobbak. ‘

A II/A. teriileten 1évd dimérek szélessége ugyanakkora, mint
az I. képen lathatdke, de az Osszes tobbi mérete nagyobb.



MEGBESZELES

4.1. Az elektronmikroszképos felvételek készitése

Az elektronmikroszkdban a kép az elektronok mintdn valo
akaddlytalan dtjutdsabdl, valamint kétféle szorddasbol /elasz-
tikus és inelasztikus/ keletkezik /Sjostrand 1967 /. Elaszti-
kus szorddds akkor jon létre, ha az elektronok atommaggal iit-
koznek. Ilyenkor utjukbdl oly mértékben kitérnek, hogy az osz-
lopfalra kecriilve a végsd képalkotdsban mar nem vesznek részt.
Elasztikus szdrddds hozza létre az amplituds, végy intenzitas
kontrasztot, melynek mértéke a blendenyilds szikitésével novel-
' hetd /Misell 1978/. Azok az elektronok, melyek a minta elektron-
burkainak iitkGznek, inelasztikus szdrdddst szenvednek, utjukbdl
. dltalédban csak kisebb mértékben térilnek ki, inkdbb az akaddly-
talanul dthaladd elektronokhoz képest lefékezddnek, faziskéseébe
kertilnek /Sjbstrand 1967/. Ez az ltkozési tipus okozza a f4zis-
kontraszt keletkezését az elektronmokroszképban. A fdziskésést
8 mikroszkdp defdkuszdldsdval lehet fokozni, mely a fdziskont-
raszt intenzitdsat noveli /Misell 1975/.

Bioldgiai mintdkon az alkotd elemek alacsony rendszama mi-
att az amplituddé kontraszt igen csekély. A kontraszt jelenségek
fokozdsanak legegyszeriibb és a molekuldris elektronmikroszképi-
dban legelterjedtebb mdédja a mintdk negativ festése. A nagyobb
rendszdmd elemet tartalmazd festék /esetiinkben uranilécetét /
ilyenkor a vizsgdlni kivdnt molekuldkat korilveszi, s igy a ke-
letkezd elasztikus szdrddds miatt a molekula kdrnyezete az
elektronmikroszkdpos képen sitét marad, mig a molekula maga vi-

lédgos /Misell 1978/. Az igy késziilt felvételek vizudlisan is €r-



tékelhetoek.

A kapott eredmény valdsdagertékét azonban szamos tényezd
jelentdsen befolydsolja. Az egyik lényeges struktura médosité
tényezd a mintdk elektronsugdrkdrosoddsa. A masik, a festék
eqgyenetlen rétegvastagsdga, a minta egyes teriiletein eldfordu-
16 pozitiv fest6dés és a festék elektronsungdrzds hatdsdra be-
kovetkez6 zsugoroddsa, vandorldasa /Unwin 1974./. Nem hagyhat-
Juk figyelmen kivil azt sem, hogy a struktira képének rogzi-
tésére haszndlt fotolemez eziist haloid szemcsés bevonatd, mely
szemcsék nem szilkségszerlien azonos méretiiek és eloszldsuk sem
egyenletes /Frank 1973/. Mindezek nehezen kontrolldlhatd para-
métereket jelentenek.

Negativ festéses el jdrdsok alkalmésak mind izolalt molekuldk,
~mind rendezett kétdimenzids struktirdk vizsgdlatara/Frank és
mtsai 1986, Dratz és mtsai 1985, Unwin és Zampighi 1980, Corless
és mtsai‘l982, Zingsheim és mtsai 1980, Henderson és mtsai-1977,
Taylor és mtsai 1986/. Altaldban azonban a molekuldk konturja,
rendezett struktirdk esetén a kristdlyrdcs jellegzetességein
/szimmetria tipus, rdcsparaméterek/ tulmenden finomabb szerkezeti

adatokat nem tudnak nyujtani /Aebi és mtsai 1976/.

4.2. A pozitiv képek készitése

Vizsgalatainkat arra az elvre alapoztuk, hogy a negativon
megjelenﬁ.éptikai denzitds mértéke linedrisan koveti a minta
elektrondenzitds vdltozdsait. Ez megfeleld vékonységﬂlminték vizs-
gdlata sordn biztositottnak vehetd /Misell 1978/. A felvételek

kiértékeléséhez, mikrodenzitométer hidnydban, pozitiv képek ké-



szitése sziikséges. A nagyitégép lencsehibdi és az elshivas ki-
riilményeinek nem megfeleld megvalasztasa ujabb torzitdsokat
idézhetnek eldé. Ezért fokozott jelentoségli a nagyitds és eldhi-
vds standard korilményeinek biztositasa.

A felvételek kiértékelhetoségének biztositdsdra igen nagy
elektronmikroszképos /125000x/ és nagyitdgépes /8x, ill. 10x/

nagyitést kellett vdlasztanunk.

4.3. A pozitiv képek kiértékelése

Az enzimmolekuldk alakjdnak feltdrdshoz a fent emlitett tor-
zuldsok korrigdldsdra, és az un. zajok kiszliréesére Qan sziikseég.

. Ha nincs szédmitdégépes vizsgdlatra lehetdség, akkor a felvételen
"a jel-zaj aradny javitdsdnak egyik mdodja, a kiozvetlen fotdé szuper-
pozicids el jdrds alkalmazdsa /Markham és mtsai-1963/.

A jel-zaj arany pontosabb és hatdsosabb javitdsdat érhetjik
el a felvétel digitalizdldsdt kidvetd szamitdgeéepes dtlagoldssal
/Misell 1978, Frank 1984, Frank és mtsai 1981/. h

A szuperpondldsos, dtlagoldsos eljdrds a jel-za]) aranyt oly
médon javitja, hogy a struktura, esetinkben a dimérek kozos szer-
kezeti sajdtossdgait erdsiti fel. K db dimér Osszeaddsdval a jel
denzitdsa k-szorosdra, mig a zaj denzitdsa csak Yk-szorosdra ng -
vekszik, igy aranyuk k/ Vk= Yk -szor n6 /Misell 1978/.

4.3.1. A fotd szuperpozicids nagyitdssal torténd szerkezetvizs-

gélat

Transzldcids szuperpondlisos el jarassal 4, illgtve 5 db
dimért tudtunk kidtlagolni, ennek megfelelben 2, illetve Jg?szﬁ—
rosére javult a jél—zaj ardny. Ezért a kapott dimérek alakja, mé-

rete tobb informdcidt nydjthat a molekuldkrdél, mint az eredetiek.



A dimérek 180%-os szimmetridja miatt rotdcids szuperpona-
lds is alkalmazhatd. Két egymdst kovetd dimér dtlagat szimmet-
ria centrumuk koriili egyszeri /180%-0s/ elforgatdssal képezve,

a jel-zaj arany V2-szeresére javul. Tovdbbi forgatds esetén a
za) ugyanolyan mértékben erdsodik, mint a jel, hiszen a dimé-
rek dnmagukkal adddnak dssze. A rotdcid tobbszori ismeétlése
ezért nem javit a struktdra képén, sat a forgatdsi centrum e-
setleg pontatlan kijeldlésével ronthatja is azt. Az elérhetd
legjobb javitds igy a JE, ami magyardzhatja az eljdrds alacsony
hatékonysdgat, hisz igen kdézel van l-hez.

A rotdcids szuperpondlds magasabb forgdsi szimmetridju alak-
zatoknal /60%, 30°/ vezet jelentés struktira felerésodéshez,
hisz akkor tobbszori elforgatdsra /6-, ill. 12-szeres/ van mdd
/Markham és mtsai.l963/.

E médszerek lényege, hogy a periddushosszal eltolva, vagy a
szimmetria centrum koriil elforgatva a fotou papirt, az egyik di-
mért a mdsikra expondljuk. Ehhez ki kell pontosan jeldlni az
eltolas irdnydt és a periddus hosszdt, illetve a forgdsi kozép-
pontot és a kdzépponton dtmend onmagdra leképezendd egyenest,
majd a m{veletet nagy pontossdggal kell végrehajtani. A hiba gya-
kori forrdsa az irdny, periddus, stb. szubjektiv meghatarozasa.
Az eltolds, forgatds végrehajtdsdban dltaldban nem lehet kikiszo-
bolni az emberi tényezdt. Ezért sokkal megbizhatébb eredményt
kapunk, ha mindezt szadmitdgéppel végezziik el, ahol ezek a hiba-
forrdsok megsziinnek.

4.3.2. A szamitdgépes dtlagoldssal torténd szerkezetvizsgdlat

A szamitdégépes szerkezetvizsgdlathoz digitalizalt formaban



el6dllitott képekre van sziikség. A digitalizdlds lényege, hogy
a digitalizals egység felbontdsdnak megfeleld szakaszok foly-
tonos optikai denzitds értékeinek egy adott intervalluhon belo-
1i szamot feleltet meg, amely a matematikai miveleteket, &ata-
lakitédsokat lehetdvé teszi. A folytonos jeleknek diszkrét érté-
kekre torténd leképzése az eredmény valdsdpdértékét csokkent-
heti. A struktura részletei elvesznek, ha az azt leird figgvény
vdltozasa gyorsabb, mint a mintavétel. Minél nagyobb a felbon-
tds, s minél szélesebb a graddciods intervallum, anndl jobb a
megfeleltetés az analdg és digitalizdlt kép kozott /Pratt 1978/.
Esetiinkben minden felvételt 384 x 288 képpontra, 64 féle gra-
décids szintre lehetett konvertdlni.

Az optikai denzités értékek kameran keresztil jutnak a digi-
talizdld egységbe. A kamera két részb6l 411: a detektorbdl, a-
mely a fényerédsségnek megfeleld elektromos impulzusokat dllitja
_elé, s az ezeket a jeleket feldolgozd elektronikdbdl. A késziilék
izemelése kozben a jelfeldolgozd elektronika elgdllit egy un. ter-
mikus zajt, ami rdrakddik a jelre. A mdsik zavarg tényezd a de -
tektorban létrejové un. becsapdddsi zaj. A detektor 4dltal eldal-
litott impulzusok ugyanis nem dllandéak akkor sem, ha a beesd fény
konstans optikai denzitdsu. Ez a jelenség a fény korpuszkula ter-
mészetébdl fakad, ugyanis mindig van egy bizonyos hattérsugdrzas,
amely részecskék becsapddnak a detcktor fényérzékeld lemezése, S
igy random jellegl impulzusokat hoznak létre /Pratt 1978/.

A termikus és becsapdddsi zajok pontszerd zajokként jelennek
meg a digitalizdlt képeken, kisziirésiikre igen sokféle médszert

dolgoztak ki.



Mi a medidn és konvolucids sz(irési eljdrdsokat alkalmaztuk.
Ezek hatdsdt mutatja a 41. és42. dbra, ahol a bal felsd /a/,
az eredeti, zajos kép. A 4#1. &brén a 3,5 és 7 ablakos /b,c,d/
medidn szOréssel, a#2. 4dbran a hl’ h2, h3, konvolucids fiugg-
vénnyel simitott képek ldthatdk. Megdllapithatd, hogy a mediédn
szirés /foként az 5 és 7 ablakos/ a pontszer( zajokat belesi-
mitja ugyan a képbe, de jelentds torzitdsokat, a kép elhomdlyo-
sitédsdt is okozza. A konvolicids fliggvények, bar nagyobb tor-
zitdst nem hoznak létre, de a pontszerl zajok kiszlirése sem
olyan er6teljes, mint a médiénszﬁrésé. A homdlyosodds mértéke
fiigg a mintdzat vdltozésdnak sriségeétal is, melyré jo példa a
43. és44. &dbrédn lathatod, sugarasan haladd vonalas minta. A kép
szeéléetol a kozéppont felé haladva a szlré eljdrdsck utan egyre

inkdbb egybeolvadnak a vonalak.

L1. &dbra Az egydimenzids medidn sz(irés hatdsa a pontszerd zajok-

ra:a, a zajos kép b, a hdrom ablakos medidn sz(irés utdn c, az

ot ablakos median sz(rés utdn d, a hét ablakos medidn sz(irés utéan



42. abra A konvoliucids szirés hatdsa a pontszeri zajokra:a, a
zajos kép b, hl fiiggvénnyel végzett konveolicids sziirés utan c,
h2 figgvénnyel végzett konvolucids szlrés utdn d, h3 fliggvény-

nyel végzett konvolicids sziirés utdn

43, dbra Példa a medidn szlrés torzité hatdsdra a, eredeti kép
b

dn szlrés hatdsa d, a hét ablakos medidn sziirés hatdsa

a harom ablakos medidn sz(rés hatdsa c, az ot ablakos medi-

)



44, dbra Példa a konvolicids sz(irés torzito hatdsdra:a, eredeti
kép b, a h1 fliggvénnyel végzett konvolucids szirés hatdsa c,
a h2 figgvénnyel végzett konvolicids szirés hatdsa d, a h3 fligg-

vénnyel végzett konvolucids szlrés hatdsa

Az dtlagolds maga is betdlt egy ilyen tipusid szdrdfiiggvény
funkcidt, tehdat foként a medidnsziiréssel eldidézett esetleges
szisztematikus torzitdsok miatt az dtlagolds el6tt nem célszeri
ezeket a simitdsokat elvégezni.

Az dtlagoldsi mddszer lényege, hogy két vizsgdlandd alakza-
tot ugyanakkora ablakba foglalunk, s az ablakok, mint matrixok
megfeleld értékeinek szamtani kozepét képezzik. Az ablakoknak a

struktirdra torténé pontos illesztése nagyon fontos, hiszen ha
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egymashoz képest eltolt, vagy elfordult helyzetben vannak az at-
lagolandé objektumok, akkor egészen hamis eredményhez jutunk
A5. dbra/. A 45. &bran megfigyelhetd, hogy ha téglalap alaku
tdrgyak dtlagat képezzik, s azok 45°-0s sziggel elforgultak egy-
mashoz képest, akkor csillag, 22.5%-0s szogelfordulds csetén

kor alakud atlagképet kapunk.

45. dbra Példa az dtlagolds torzité hatdsdra, nem pontos illesz-
tés esetén egymdshoz képest 45%-0s szoggel elfordult hosszukids
alakzatok dtlagképe csillag alakd, 22.5%-0s szoggel elfordulta-

ké kor alaku lesz



Az ilyen tipusd hibdk elkeriiléséreszokds kereszt-korreldcid
szamitdsokat végezni a két dtlagolandd alakzat kdzdtt. Ennek 1lé-
nyege, hogy ha a ket targyat f és g filiggvények irjék le, akkor
az fg szorzat integrdlja /diszkrét esetben pontonkénti szorza-
tuk Osszege/ ott maximdlis, ahol a két alakzat leginkdbb fedés-
ben van egymdssal. A feladat tehdt az j%g maximunadat megkeresni
a vizsgalandé térgyak egymdshoz viszonyitott kiilonb6zé pozicidi-
.ban /Frank 1984, Frank és mtsai 1981/. Ezzel ekvivalens vizs -
gdlati modszer az dltalunk alkalmazott eltérésnégyzetidsszeq szd-
mitds. Igaz ugyanis, hogy a kereszt-kcrreldacid filiggvény ott maxi-_
- mdlis, shol az eltérésﬁégyzetdsszeg minimdlis. Az-eltérésnégyzet-
.dsszeget /kf—g)z alakban irva, a kovetkez6 dsszefiiggés telje-
sdl: /kf-g)z = jfz + /gz - 2)/fg, ami igazolja az &llitdsunkat.

Az ily mdédon kivdlasztott poziciodkban 1évo dimérek atlagait
képezve jutottunk el a k$zds szerkezeti sajdtsdgokat mar jdl tiik-
rozo alakzathoz. A még megmaraddé pontszerd zajokat a_hl konvo-
licids fiiggvény kétszeri alkalmazasdaval simitottuk le. Igy kap-

2

tuk meg a Ca *_-ATP4z zoldlt dimérek j6l kiértékelhetd alakjat.

2

4.4. A Ca“"-ATP4z izolslt dimérek szerkezeti tulajdonsdgpai

A fotoszuperpozicids eljdrdssal az I. képen a monomerek

o]
hosszirényd rovidiilését /5 A /, s a monomereket dimérekké dssze-

O -
kotd hidak hosszdnak mintegy 8 A ndvekedését tapasztaltuk. Az an-
0
tiparalell elhelyezkedd rovid nylUlvanyok tdvolsdga 2-3 A-el csok-

0
kent. A monomerek szélességében mutatkozé 1-2 A rovidilés nem-

szanottevd. Ezeket az adatokat Osszehasonlitva a szdmitdgépes at-
lagolédssal kapottakkal, eltéréseket tapasztalunk, amely a foto

szuperpozicidés eljdras szubjektiv elemeibdl adddhat.
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A szamitdogépes vizsgalat nagyobb megbizhatdsdgs miatt aé izolalt
dimérek szerkezetér6l a szamitogéppel nyert adatok alapjdn ala-
kitottuk ki képinket.

Az I..képen az 1., 3. és 4. iranyban fekvd dimérek adatait
0sszehasonlitva az intakt enzimkristdlyokéval azt kaptuk, hogy a
monomerek hossza /62 2/, szélessége /46 2/, s az azokat dimérek-
ké Osszekotd hid hossza /88 X/, nem vdltozik a kristdly rupturd-
l6éddsadval. Viszont a diméren beldli antiparalell elhelyezkedd ro-
vid nydlvanyok eqgymdstdl valsé tdvolsdna mintegy 5 X -el csokken
/intakt kristdlyban 72 i, 1zoldlt dimérekben 67 2/.

Tekintsiik az enzimmonomert merev testnek, mely a membrdn fe:
‘letti részének tomegkozéppontjaba, a membrdn sikjara merdlegesen
dllitott tengely koril elfordulhat. Ekkor ez a védltozds Ugy kép-
zelhetd el, hogy a membrédn ldncok oldal irdnyt kapcsolatdnak csok-
kenésével, esetleqg megszinésével, a testre hatd erdpar egyik tag-
Ja csodkken, illetve megszinik, ami olyan irdnyd forgdst idéz elo,
hogy a tengelyre hatd forgatdnyomatékok dsszege Z6TUS maradjon
/46 . abra/.

£z a mechanizmus dsszeegyeztethetd azzal az elképzeléssel, hogqy
az enzim az aktivitdsi ciklusa sordn a membrdn sikjdra merdleges
tengely kioril rotdcidt végez /Hidalgo és mtsai 1978/.

Az I. képen a 2. irdnyban fekvd diméreknél hosszirdnyd rovidii-
lést /55 X/ tapasztaltunk, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a
molekuldk az eldzd hdarom irdnytdl eltérden, kis elforduldssal la -
pultak a gridre.

A II. képen mindkét médszerrel tapasztalhatd nagy méretek a mo-

lekuldk elforduldsaival nem magyérézhatéak.



2

46. dbra A Ca“’-ATP4az izol4lt dimérek tengely koriili elforduldsa

t:a monomer tomeg kozéppontjdba, a membran sikjdra merdlegesen
—> -

dllitott tengely. Flki=F2 9s 3Z Fl erd csokkenése F2 iranyd

forgatdst idéz elo.



Ha uqyanis feltesszik, hogy az eldbbiekhez hasonléan a membran
felszinre merf6leges irdanybdl 1datjuk a molekuldkat, akkor az A
esetben 20 2, a B esetben 10 2 novekedést kapunk, ami nem kovet-
kezhet be. Mas irdnyokbdl sem lathatd 80 2, s6t 100 X hosszinak
az enzimmonomer. Feltételezhetd.tehdt, hogy az elektronmikroszkd-
pos leképezés sordn torténtek ilyen torzuldsok.

A szarkoplazmatikus retikulum Ca2

"-ATP4z izoldlt dimérek ha-
romdimenzids rekonstrukcidjaval tovabbi informdcidét kaphatunk az
enzim szerkezetérol. Az elektronmikroszkdpos felvételek lehetdsé-
get nyUjtanak erre, hiszen a felvételek valéjdban a molekula sik-
beli vetiletének foghatdk fel, ahol az egyes részletek denzitdsa
linedris a minta harmadik dimenzidbeli kiterjedésével /Unwin és
Henderson 1975/.

A hiromdimenzids rekonstrukcidhoz a molekula kiilénbszé iranyd
vetileteinek a képe sziikséges, melyet ugy kaphatunk, hogy a min -
tat goniométerrel elldtott elektronmikroszkdpban az elektronsugar
irdnydhoz képest kiilonboz6 szogekben elforgatva tGjabb és Ujabb
felvételeket készitink /Crowther és mtsai 1970/. A sziikséges szog-
elforgatdsok szdma /N/, d felbontds esetén: d=JTD/N, ahol a D a
vizsgdlt partikula dtméroje /Misell 1978/. A minta Osszes lehet-
seges nezetének rogzitéséhez + 90° -al valé elforgatdsra lenne
sziikség. Ez a gyakorlatban + 60° hatdrig véagezhetd el. A hidnyzd
elforgatdsi kiup a minta térbeli rekonstrukcidjdnak pontatlansdgdt
okozza. Az el nem forgatott mintdt tekintve, az elektronsugdrral
parhuzamos sikokban a felbontds kisebb /Misell 1978/. Ha a vizs -
gdlni kivédnt struktdra jdl felismerhetd helsd szimmetridval ren-

delkezik, a maximdlis elforgatdsi szog lecsikkenthetd.



Ez az eljdrds adltalaban szabdlyos geometriai alakzatok, pl.
egyes virusok illetve helikdlis strukturdk analizisében alkal-
mazhatd /DeRosier és Klug 1968/.

A kétdimenzids vanaddt indukdlt C32+—ATPéz kristalyszerke-
zet leggyakrabban 60-70 nm atmérdjid membrdn tubulusok felszi-
nén alakul ki. A dimér léncbk helikdlisan tekerednek fel a memb-
.Tédn hengerre, kb. 45° -0s menetemelkedéssel /Dux és Martonosi
1983 a/. Altalaban a vizsgalni kivant strukturdk ily médon va-
16 ismétlodése lehetdséget nyUjt pontos szerkezetiik haromdimen-
zidés rekonstrukcidjsra /Unwin és Henderson 1975/. Ennek alapjan
az iatakt kristdly diméreinek szerkezete 25 2 felbontdsi szintig
vdlt ismertté /Taylor és mtsai 1986/. A dimér lancok szoros eqy-
.masmellettisége. és a gorbiilt felszin azonban torzitdsockat okoz-
hat a molekuldk szerkezetében. Hipozmotikus kozegben a gdrbUl%
felszinbdl kiszabadult dimér lancokon végzett vizsgdlataink ar-
ra utalnak, hogy az izolélt dimérek szerkezete kissé eltér az-
intakt kristdlyban 1évokétdl. Ezért igen fontos az izolalt parti-
kuldk strukturdjdnak még alaposabb megismerése. Tovdbbi célunk a

2*_ATP4z izolslt dimérjeinek ha -

szarkoplazmatikus retikulum Ca
romdimenzids rekonstrukcioja.
Az elektronmikroszkdépos vizsgdlati mdédszerekkel kapott mole-
kulaszerkezeti eredmények megbizhatdsdgdt szémos tényezd befolyd-
solja. Ezért ezek a szerkezetvizsgdlati mddszerek onmagukban nem
elegendbek az enzim strukturdjdnak teljes megismerésehez. Az igy

nyert adatokat mds mddszerekkel /spektroszkdpiai mérések, moleku-

léris genetikai vizsgdlatok, limitdlt proteolizis stb./ is ala



kell tamasztani ahhoz, hogy valdésdghd, pontos képet alkothas-

sunk egy enzim, esetiinkben a szarkoplazmatikus retikulum

C82+-ATPéZ enzim szerkezetérol.



0SSZEFODGLALAS

A vizsgdlatok célja a hipozmotikus kdzegben szétesett szar-
koplazmatikus retikulum C32+—ATPéz izolalt dimér lancok szerke-
zetének elektronmikroszkdpos felvételek alapjan torténs, minél
pontosabb jellemzése volt.

Az elektronmikroszkopos felvételeken a keresett struktura
finom részleteit széamos hdttérzaj elfedi /hordozdé film, sugdr
kdrositds, egyenetlen festddés, stb./. A szerkezet pontos fel-
tdrdsdhoz a jel és a za) ardnydnak javitdsa szikséges. Ezt két-
féle médon valdsitottuk meg: )

1. az elektronmikroszkdpos negativ szuperpoziciés nagyitdsa

2. a digitalizalt kép szamitdgépes dtlagoldsa.

Mindkét esetben az elektronhikroszkdpos felvételekrol késziilt
pozitiv képeken végeztiik el vizsgdlatainkat. A tovabbi torzité—
sok elkeriilésére gondosén bedllitottuk az eléhivds optimdlis ko-
riilményeit.

E mdédszerek a jel-zaj ardnyt oly mddon jaVitjék,_hogy a
struktura kozos szerkezeti sajdtossdgait erfsitik fel. K db di-
mér tsszeaddsdval a jel denzitdsa k-szorosara, mi%'a zaj denzi-
tésa J?-szoroséra novekszik, igy aranyuk k/ J;=/§-szﬁr ng. Az 1.
eljérgésal ezt dgy valdsitottuk meg, hogy a dimérek lancmenti
s%@bélyos ismétlﬁdése miatt, a dimér 1éncok hosszirdanya mentén a
periédushosszal eltolva a fotopapirt, ismételt expozicidét végez-
tiink /transzlécids szuperpozicié, k=4,5/. A dimérek 180°-o0s szim-

metridajat kihasznalva, rotdcids szuperpondldsckat is végeztink

/k=2/, azonban ennek hatékonysdga nem volt szdmottevd.

4
I



-« &8 =

A 2. eljdrdshoz az elektronmikroszkdpos képek digitaliza-
lésa sziikséges. Videokamera segitségével agy AD-DA konverteren
keresztil keriiltek a felvételek az MOBX szamitdgépbe. A digi-
talizdlt képek 288 x 384 pontbdl dllnak és 64 graddcids szint
kiilonboztethetd meg. A digitalizdlds sordn ujabb pontszer( za-
jok keletkeztek a képeken, melyek intenzitdsa a dimérek atla-
goldsdval sokat csikkent, de a teljes kisziirésikre megvizsgdl-
tuk a konvolicids és medidn sz(irések hatdsdat is.

Az dtlagolds elott kétszeres interpoldcids nagyitdst végez-
tiink a vizsgdlandd dimérek teriiletén, mely a késobbi illeszte-
seket tette pontosabbd. Az étlagoiést a nagyitott teriileten haj-
tottuk végre ablakoldsi /window/ technikdval. Az ablakok leg -
jobb illesztését a két ablask értékeibdl képzett kiilonbségek négy-
zetdsszegének minimalizdldsdval értiik el. Az dtlagoldsok eredmé-
nyeként kapott diméren ujra elvégeztik a kétszeres interpoldcids
nagyitdst, majd az ( i % % ) tipusi konvolidcids fiiggvény kétszeri
alkalmazdasdval szﬁrtﬁi iilaz esetleg megmaradd pontszerd zajokat.

Megdllapitottuk, hogy a szdmitdgépes dtlagoldssal kapott
struktura sokkal inkdbb megfelel a valdsdgnak, mint a fotd szu-
perpozicids nagyitdssal nyert, hiszen a szamitdgépes eljdrds ki-
kiiszobdli a szubjektiv tényezokbdl /pl. a vizsgdlatot végzd sze-
mély pontossdga/ adddé hibdkat.

A szémitdgépes vizsgdlatok eredményeként azt kaptuk, hogy a
monomerek alakja és mérete a rupturdlddds utdn is vdltozatlan

1

marad, a dimért alkotd monomerek antiparalell elhelyezkedd nyul-
0

vdnyai azonban néhdny /4-5/ A-el kidzelebb helyezkednek el egy-

mdshoz. Ez magyardzhatd azzal, hogy a gorbilt felszinbdl kisza-

badulva a dimérek elvesztenek néhdny torzitdé hatast: merev



testnek tekintve a monomereket, a dimér ldncok kizott hatd erdk
csOokkenésével a monomerek, tomegkodzéppontjukba a membran sik-
jara mer6legesen dllitott tengely koriil elfordulhatnak, hogy a
rajuk Haté forgatényomatékok Oosszege 0 maradjon. Ez az elképze-
lés osszeegyeztethetd Hidalgo és mtsai azon feltevésével, hogy
az enzim aktivitdsi ciklusa sordn a membran sikjara merdleges
tengely kﬁrﬁl rotdciot végez.

2+—ATPéz izoladlt dimérek szerkezetérl tovabbi informa-

A Ca
cidt a haromdimenzids rekonstrukcidjadval kaphatunk, melyre az
elektronmikroszkdpos felvételek lehetinséget nydjtanak, hiszen a
felvételek a molekula sikbeli vetiletének foghatdk fel. Tovdbbi
célunk a szarkoplazmatikus retikulum CaZ+—ATPéz izoldlt dimérje-
inek haromdimenzids rekonstrukcidja.

E szerkezetvizsgdlati mdodszerek megbizhatdsdgdt szamos té-
nyezd befolydsolja, ezért ezek onmagukban nem elegenddek az en-
zim strukturdjdnak teljes megismerésehez. Az igy nyert adatokat

més médszerekkel is ald kell témasztani ahhoz, hogy valdsaghd,
2+
pontos képet alktohassunk a szarkoplazmatikus retikulum Ca-ATPaz

enzim szerkezetérdol.
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MELLEKLET



program nagyito(input,output);
type vektor=array([l..2] of integer;
var Xr,yr,xn,yn:vektor;
XV,yV,Xu,yu,0,s,j:integer;
a,b,c,p:byte;
external procedure init;
external procedure koord(xt,yt:integer);
external procedure pontoz;
external procedure raktaroz(var z:byte);
external procedure beolvas(z:byte);
external procedure ellenoriz(l:integer;
var by:byte;
var x,y:vektor);
procedure sor;
var i:integer;
begin
koord(xv,yv);
raktaroz(a):;
koord(xv+l,yv);
raktaroz(c);
b:=(a+c) div 2;
koord(xu,yu);
beolvas(a);
koord(xu+l,yu);
beolvas(b);
koord(xu+2,yu);
beolvas(c);
a:=c;
XV:=xv+2;
Xu:=xu+3;
for i:=3 to o+l do
begin
koord(xv,yv);
raktaroz(c);
b:=(at+c) div 2;
koord(xu,yu);
beolvas(b);
koord(xu+l,yu);
beolvas(c);
a:=c;
Xv:i=xv+l;
XUu:=xu+2;
end;
end;
procedure oszlop;
var i:integer;
begin
koord(xu,yu);
raktaroz(a):;
koord(xu,yu+2);
raktaroz(c);
b:=(a+c) div 2;
koord(xu,yu+l);
beolvas(b);
a:=c;
yu:=yu+4;
for i:=2 to s do
begin
koord(xu,yu);
raktaroz(c);




b:=(at+c) div 2;
koord(xu,yu-1); - -
beolvas(b);

ai=c;
yus=yu+2;
end;

end;
procedure terulet(var x,y:vektor);
var v:integer;
e:byte;
begin
writeln('A bal felso sarok koordinatai, x{1]='});
readln(x[1]);
writeln('y[(l]=");
readln(y[1));
koord(x[11,y[1));
raktaroz(e);
pontoz;
ellenoriz(l,e,x,y):
writeln('a jobb felso sarok koordinatai, x[2]=');
readln(x[2]);
yl2]):=y(1]);
writeln ('yl[2)=',y{2]);
. koord(x[2],y(2]);
raktaroz(e);
pontoz;
ellenoriz(2,e,x,y);
vi=x[2]; '
writeln('A bal also sarok koordinatai, x[3)=',x[1]));
x[2):=x[11];
writeln('y(3]=");
readln(yl[2]);
koord(x(21,y(2]);
raktaroz(e);
pontoz;
ellenoriz(2,e,x,y);
x[{2]):=v;
writeln('A jobb also sarok koordinatai:');
writeln(x[(2],y{2):4);
koord(x[2},y[2});
pontoz;
end;
begin
init;
writeln('A nagyitando terulet:');
writeln('Ha valamelyik koordinata adott, akkor az ellenorzesnel is azt
kell beirni!');
terulet(xr,yr);
o:=xr{2]-xr[1l];
si=yr{2)-yrlll;
writeln('A nagyitott terulet:');
writeln('A bal felso sarok koordinatai, x[1])=');
readln(xn[1]));
writeln('y[1l]=");
readln(yn(11]);
koord(xn[1]},yn(1]);
raktaroz(p);
pontoz;
ellenoriz(l,p,xn,yn);
xn{2):=xn{1}+2%0;



writeln(xn{2]),yn(1]:4);
koord(xn[2],yn{l]));
pontoz;
yn{2]):=yn[1l]+2*s;
writeln(xn(1l],yn[(2]):4);
koord(xn(1],ynl[2]);
pontoz;
writeln(xn(2],yn[2]:4);
koord(xn{2},yn{21);
pontoz;
xvi=xr{l];
xu:=xn[1};
for j:=0 to s do
begin
yvi=yr{1]+j;
yu:=yn[l]+2*j;
sor;
xv:=xr{l];
xu:=xn{l];
end;
yu:=yn[1l];
for j:=0 to 2%*0 do
begin
xu:=xn[1l)+j;
oszlop;
yu:=yn[l];
end;
end. -



program konvol (input,output);
type tomb=array (1..3,1..3]) of byte;
vektor=array [(1..2] of integer;
var h:tomb;
xt,yt,xs,ys:vektor;
s,0,i,j,a,xr,yr,xu,yu,ossz,mt:integer;
ht,e,c:byte;
tc:char;
external procedure init;
external procedure koord(xt,yt:integer);
external procedure beolvas(z:byte);
external procedure raktaroz(var z:byte);
external procedure terulet(var x,y:vektor);
external procedure ellenoriz(l:integer;
var by:byte;
var x,y:vektor);
external procedure pontoz;
procedure eljaras(var ossz:integer);
var k,1,x,y:integer;
begin
for k:=0 to 2 do
begin
for 1:=0 to 2 do
begin
X:=xr+k-1;
y:=yr+l-1;
koord(x,y):
raktaroz(e);
ossz:=ossz+e*h[k+1l,1+1];
end;
.end;
end;
begin -
init;
repeat
terulet(xt,yt);
ss=yt[2]-yt[1]+1;
o:=xt{2])-xt[1]1+1;
writeln('Hol legyen a szurt kep bal felso sarka? xs=');
readln(xs(1]);
writeln('ys="');
readln(ys(11]);
koord(xs{1l1,ys(1]);
raktaroz(e);

pontoz;
ellenoriz(l,e,xs,ys);
c:=0;
writeln('Mik legyenek a szuro fuggveny elemei?:');
for i:=1 to 3 do

begin

for j:=1 to 3 do

begin

writeln('h['Iil"'le.]=');
readln(a);
hli,j]:=a;
c:=c+hli,j);
end;
end;
yr:=yt(1];
xr:=xt{l]};



yu:=ys[1l];
xus=xs(1l];
ossz:=0;
for i:=1 to s do
begin
xr:=xt[1];
xu:=xs[l];
for j:=1 to o do
begin
eljaras(ossz);
ht:=o0ssz div c;
mt:=0ssz mod c;
if mt>(c div 2) then ht:=ht+l;
koord(xu,yu);
beolvas(ht);
Xu:=xu+l;
Xr:=xr+l;
ossz:=0;
end;
yu:=yu+l;
yr:=yr+l;
end;
writeln('Akarsz uj szurest? (I/N)');
. readln(tc);
until (tc<>'i'y;
end.

r



program meres(input,output);
type vektor=array(l..2] of integer;
bvektor=array{1l..2] of byte;
var j:integer;
d:real;
t:char;
x,y:vektor;
z:bvektor;
external procedure cdpnek(byt:byte);

external procedure cdpnbl(honnan,hanyat:integer);

external procedure cdptol(var byt:byte);
external procedure lut(egybyt:byte);
external procedure koord(xt,yt:integer);
procedure init;
var i:byte;
begin

cdpnek(128);

lutinit;
end;
procedure lutinit;
var i:integer;
begin

lut(127);

Jut(128);

for i:=1 to 63 do

begin

lut(i);
lut(i+192); -

end;
end;
procedure raktaroz(l:integer;

var z:bvektor);

begin

cdpnek(64);

cdptol(z[1]);
end;
procedure pontoz;
var gr,cm:integer;
begin

cdpnek(80);

writeln('Milyen szinu legyen a pont? (0-63)');

readln(gr);
cm:=addr(gr);
cdpnbl(cm,1);
end;
procedure javitas(l:integer;
vl,v2:vektor;
z:bvektor);
var cim:integer;
begin
koord(vl(1l],v2[1])):
cim:=addr(z(1]);
beolvas(cim);
end;
procedure beolvas(cim:integer);
begin
cdpnek (88);
cdpnek(157);
cdpnbl(cim,1);
end;



procedure ellenoriz(l:integer);
begin
writeln('Jo lesz ez a pont? (I/N)'});
readln(t);
if t="n' then
begin
javitas(l,x,y¥.,2);
writeln('Mik legyenek az uj pont koordinatai? x=');
readln(x[1]);
_ writeln('y=');
readln(y(1});
koord(x[1]1,yl[11):
raktaroz(l,z);

pontoz;
ellenoriz(l);
end ’ -
else if t<>'i' then ellenoriz(l);
end;
begin
t:='1';
while t='i' do
begin
j:=1;

writeln('A bal vegpont koordinatai?: x[1]=');
readln(x(1]):

writeln('y([1l]="');

readln(y(1]);

koord(x{11,y(11);

raktaroz(j,z);

pontoz;

ellenoriz(j);

j:=2;

writeln('A jobb vegpont koordinatai? x[2])=');
readln(x[2]);

writeln('y(2]=");

readln(y(2]);

koord(x[2],y(2]);

raktaroz(j,z);

pontoz;

ellenoriz(j);
d:=SQRT((x{2])-x[1]1)*(x[2]-x[1]))+(y[2]-yI1))*(y[2]-y(1]));
writeln(d);
writeln(x[1),y[1]:4,x(2]):4,y[2]):4);

repeat

writeln('Akarsz meg merni? (I/N)'});
readln(t);
until ((t='i') or (t='n'));
end;
end.



program markham(input,output);
label 1000,
2000;
type tomb=array[l..60,1..60) of byte;
matr=array[l..60,1..60] of integer;

vektor=array([l..4] of integer;
bvektor=array(l..4] of byte;
vktr=array(l..2] of integer;
var i,j,k,s,0,m,cim:integer;
ch,ca:char;
x,y:vektor;
z:bvektor;
XV,xm,yv,ym,kl,mr:vkte;
a,b,c:tomb;
d:matr;
external procedure cdpnek(byt:byte);
external procedure cimat(cim:integer);

external procedure cdpnbl{honnan,hanyat:integer);

external procedure cdptol(var byt:byte);

external procedure cdptbl(ind,hanyat:integer); -

external procedure lut(egybyt:byte);
external procedure koord(xt,yt:integer);
procedure init;
~var i:byte;
begin
cdpnek(128);
lutinit;
end;
procedure lutinit;
var i:integer;
begin
lut(127);
lut(128);
for i:=1 to 63 do
begin
lut(i);
lut(i+192);
end;
end;
procedure raktaroz(l:integer;
var z:bvektor);:
begin
cdpnek(64);
cdptol(z(l]);
end;
procedure pontoz;
var gr,cm:integer;
begin
cdpnek (80);
writeln('Milyen szinnel jeloljem az ablak
readln (gr);
cm:=addr(gr);
cdpnbl(cm,1);
end;

sarkat? (0-63)');



procedure akival(l:integer;
' var x,y:vektor);
begin
readln(x([1l]);
writeln(‘yt=');
readln(y[1l]);
koord(x[11,y(11);
raktaroz(1l,z);
pontoz;
if y[2]<>0 then
begin
s:=y{2]}-yl[1]);
o:=x[2]1-x(1];
end;
end;
procedure bkival(var x,y:vektor);
var i:integer;
begin
readln(x([(31);
writeln('yt="');
readln(y{3]));
koord(x(3]),y[3]):
i:=3;
raktaroz(i,z);
pontoz;
x[4]1:=x([31+0;
yl4):=y[3]+s;
koord(x([4],y(4]));
i:=4;
raktaroz(i,z);
pontoz;
end;
procedure javitas(l:integer;
vl,v2:vektor;
z:bvektor);
var cim,os:integer;
begin
koord(vli(1l],v2([(1l));
cim:=addr(z({11]);
os:=1;
beolvas(cim,08);
end;
procedure beolvas(cim,o0z:integer);
begin
cdpnek(88);
cdpnek (157);
cdpnbl(cim,02z);
end;
procedure atdolg(var vx,vy:integer;
var vl,v2:vektor;
isinteger;
var z:bvektor);
var xt,yt:integer;
begin



writeln('Mi legyen az uj koordinata? xt=');
readln(xt);
vx:=xt-vl([i];
writeln('yt="');
readln(yt);
vy:=yt-v2[i];
vli[i]:=xt;
v2[i]:=yt;
koord(vl[i],v2[i]);
raktaroz(i,z);
pontoz;
if ((i=1) or (i=3)) then
begin s
s:=v2{i+l]-v2[i];
o:=vl[i+1l]-v1l[i];
end
else
begin
s:=v2[i]-v2[i-1];
o:=vl1l[i]-vl[i-1];
end;
end;
procedure modosit(var rx,ry:integer;
var vl,v2:vektor;
var z:bvektor;
ch:char);
var bt:char; =
i:integer;
begin
writeln('A masik ablak melyik sarkat modositsam? (B/J/M)');
readln(bt);
if bt= 'b' then
begin B
if ch='1l' then i:=3 -
else i:=1;
javitas(i,vl,v2,z);
catdolg(vl,v2,rx,ry,i);
end
else if bt='j' then
begin
if ch='1"'" then i:=4
else i:=2;
javitas(i,vl,v2,z);

IX:=~rx;
ry:=-ry;
catdolg(vl,v2,rx,ry,i);
end
else if bt="m' then
begin

if ch='1' then i:=3
else i:=1;
javitas(i,vl,v2,z);
i:=i+l;
javitas(i,vl,v2,z);




i:=i-1;
batdolg(vl,v2,i);
end;
end;
procedure catdolg(var vl,v2:vektor;
rx,ry,l:integer);
begin
vi[l):=vi[1li+rx;
v2[{1}:=v2[1])+ry;
koord(vl[1l},v2[1]);
raktaroz(l,z);
pontoz;
end;
procedure batdolg(var vl,v2:vektor;
l:integer);
begin
writeln('Mi legyen az uj bal felso koordinata? xt=');
readln(vl(1});
writeln('yt="');
readln(v2[1l]);
vli[1l+1]:=vl[1l]+0;
v2({1+1]):=v2([1l]+s;
koord(vl[l],v2{1l]);
raktaroz(1l,z);
pontoz;
l:=1+1;
koord(vl(1],v2[1]);
raktaroz(l,z);
pontoz;
end;
procedure ellenorz(var vl,v2:vektor;
var z:bvektor);
var ch,cr:char;
VX,Vy,wx,wy,tx,ty,k,i:integer;
mut:byte;
begin
writeln('Megfeleloek—e ezek az ablakok? (I/N)');
readln(ch);
if ch='n' then
begin
writeln('Melyik ablak nem jo? (1/2/M)');
readln(ch);
mut:=0;
case ch of
'1':k:=1;
'2':k:=2;
‘m’ :begin
ch:='1"';
k:=1;
mut:=1;
end;
end;
writeln(k,'. ablak melyik sarka rossz? (B/J/M)');
readln(cr):



case cr of
'b':begin
if ch='1' then i:=1
else 1:=3;
javitas(i,vl,v2,z);
atdolg(vx,vy,vl,v2,i,z);
modosit(vx,vy,vl,v2,z,ch);
end;
‘j':begin
if ch='1*' then i:=2
else i:=4;
javitas(i,vl,v2,2):;
atdolg(vx,vy,vl,v2,i,z);
VX:=-VX;
Vy:=-vy;
modosit(vx,vy,vl,v2,z,ch);
end;
'm':begin
if ch='1' then i:=1
else i:=3;
javitas(i,vl,v2,z);
if mut=1 then
begin
writeln('l. ablak bal felso sarok:');
atdolg(vx,vy,vl,v2,i,2);
1:=2;
javitas(i,vl,v2,z);
- writeln('l.ablak jobb also sarok:');
atdolg(vx,vy,vl,v2,i,2);
modosit(vx,vy,vl,v2,z,ch);

end
else
begin
i:=i+41;
javitas(i,vl,v2,z);
ir=i-1;
batdolg(vl,v2,i);
end;
end;
end;
ellenorz(vl,v2,2);
end
else if ch<>'i' then ellenorz(x,v,z);
end;
procedure kiolvas(cim:integer);
begin

cdpnek (65);
cdpnek(141);
cimat(cim);
cdptbl(0,0);
end;
procedure osszead(var b:tomb);
var i,j:integer;
begin



for i:=1 to s do
begin
for j:=1 to o do
afi,jl:=ali,3)+bli,j);
end;
end;
procedure atlagol(var c:tomb;
) var m:integer);
var i,j:integer;
begin
for i:=1 to s do
begin
for j:=1 to o do
c[iljlzz(d[ilj] div m);
end;
m:=m+l;
end;
procedure listazo(var w:tomb);
var t:text;
result,i,j,k,l:integer;

begin
if s<=64 then k:=s
else k:=64;
if 0<=24 then 1:=
else 1:=24;

assign(t,'LST:');
rewrite(t);
for i:=1 to k do
begin
for j:=1 to 1 do
write (t,w{i,31:3);
writeln(t);
end;
close(t,result);
end;
procedure amatrix(x,y:vektor;
var a:tomb);
var j:integer;
begin
for j:=1 to s do
begin
cim:=addr(alj,1]);
koord(x[1],y[1]);
kiolvas(cim);
yl1]:=y[1}+1;
end;
yl1l]:=y[l]-s;
end;
procedure bmatrix(x,y:vektor;
var b:tomb);
var j:integer;
begin
for j:=1 to s do
begin



cim:=addr(b[j,1]);
koord(x[3),y[31]);
kiolvas(cim);
y(3]:=y[3]+1;
end;
y[3):=y[3]-s;
~end;
procedure kul(l:integer;
var c,b:tomb;
var kl,mr:vktr);
var j,k,valt:integer;
ch:char;
begin
kl1[{2]):=0;
mr(2}:=0;
j:=1;
repeat
begin
for k:=1 to o do
begin
valt:=c{j,k])-blj,k];
valt:=valt*valt; -
kl[1]):=kl[1l])+valt;
if k1[(1]<0 then
begin
mr(l]:=mr[l}+1;
k1[1]:=(k1l[11+32767)+1;
end;
end;
Ji=3+1;
end;
until ((mr[2]>mr{1l]) or ((mr[2])=mr{l]) and
(j=s+l)); :
end; .
procedure hasonlit(i:integer;
x,ysvektor;
var b:tomb;
var kl,mr:vktr);
begin -
bmatrix(x,y.,b);
kul(i,c,b,kl,mr);
writeln(kl[2]),mr[2]):6);
if mr{l]>mr[2] then
begin
mrfl]:=mr[2]};
kl[1]):=k1l[2];
xm{1l]:=x[{1]);
ym{1]:=y[1]);
xm[2]:=x[3];
ya[2]:=y[3];
end
else if ((mr{l)=mr{2]) and (kl{1]>k1[2])) then
begin
.kl[1]):=k1l[2]);

(k1(21>k1(1])) or



xm{1]:=x[1];
ym[1]:=y[1];
xm[2]):=x[31];
ym[2]:=y[3];
end;
writeln(kl[l],mr[1l}:6);
writeln(xm(1],ym{1):4,xm{2]):4,ym[2]:4);
writeln(xv[l],yv(1]}:4,xv[2]):4,yv[2]:4);
end;
procedure bhasonlit(i:integer;

var c,b:tomb;
var X,y:vektor;
. var kl,mr:vktr);

begin

x[3):=x{3]-1;
y[3):=y(3]-1;
hasonlit(i,x,y,b,kl,mr);
x[3):=x[31+1;
hasonlit(i,x,y,b,kl,mr);
x{3):=x[3]+1; -
hasonlit(i,x,y,b,kl,mr);
y[3]):=y[31+1;
hasonlit(i,x,y,b,kl,mr);
y[3]:=y[3]+1;
hasonlit(i,x,y,b,kl,mr);

" x[3):=x[31-1;
hasonlit(i,x,y,b,kl,mr);
x[3):=x(31-1;
hasonlit(i,x,y,b,kl,mr);
y(3):=y[3]-1;
hasonlit(i,x,y,b,kl,mr);
x[3):=x[3]+1;

end;
procedure tulnagy(i,k:integer;
xm,ym,xv,yvsvktr;
var x,y:vektor;
z:bvektor);
var ch:char;
begin
if ((xvi{i]l<>xm{i]) or (yviil}<>ym[i}])) then
begin
x[k]:=xv[i];
ylk):=yv(i);
javitas(k,x,y,z);
x[k):=xm[i];
ylkJ:=ym(i];
koord(x[k]),ylk]);
raktaroz(k,z);
pontoz;
k:=k+1;
javitas(k,x,y,2);
x[k):=x[k])+xm[i}-xv[i];
ylk]:=ylk}+ym{i]-yv[i];
koord(x[k],y(k]);



raktaroz(k,z);
pontoz; -
end;
writeln('Nyomj le egy billentyut!');
readln(ch);
end;
procedure nagy(i:integer;
var c¢,b:tomb;
var x,y:vektor;
var kl,mr:vktr);
begin
bhasonlit(i,c,b,x,y,kl,mr);
x[1):=x[1]}-1;
yl{ll:=y[1]-1;
amatrix(x,y.c):
hasonlit(i,x,y,b,kl,mr);
bhasonlit(i,c,b,x,y,kl,mr);
x[1):=x[1]+1;
amatrix(x,y,c);
hasonlit(i,x,y,b,kl,mr);
bhasonlit(i,c,b,x,y,kl,mr);
x[1):=x[1]+1;
amatrix(x,y,c);
~ hasonlit(i,x,y,b,kl,mr);
bhasonlit(i,c,b,x,y,kl,mr);
y(1]:=y[1]+1;
amatrix(x,y,c);
hasonlit(i,x,y,b,kl,mr);
bhasonlit(i,c,b,x,y,kl,mr);
yl1}:=y[1]+1;
amatrix(x,y.,c);
hasonlit(i,x,y,b,kl,mr);
bhasonlit(i,c,b,x,y.kl,mr);
x[1]):=x{1]-1;
amatrix(x,y,c);
hasonlit(i,x,y,b,kl,mr);
bhasonlit(i,c,b,x,y,kl,mr);
x[1}:=x{1]1-1;
amatrix(x,y,c);
hasonlit(i,x,y,b,kl,mr);
bhasonlit(i,c,b,x,y,kl,mr);
ylll:=y[1]-1;
amatrix(x,y,c);
hasonlit(i,x,y,b,kl,mr);
bhasonlit(i,c,b,x,y,kl,mr);
x[11l:=x{1]1+1;
end;
procedure tnagy(var c,b:tomb;
var kl,mr:vktr;
var x,y:vektor);
var j:integer;
begin
je=1;
kul{j,c,b,kl,mr);



ertekado;
j:=2;
bhasonlit(j,c,b,x,y,kl,mr);
end;
procedure jvt(x,y:vektor;
z:bvektor);
var Jj:integer;
begin
j:=3;
javitas(j,x,y,z):
j:=4;
javitas(j,x,y.z):
end;

procedure jelek(var x,y:vektor);

begin
koord(x[31,y{31);
pontoz;
koord(x[4],y[4));
pontoz;
x[1]:=x[3]);
yl(1l):=y(3];
x[2):=x[4];
y(2l:=y[4];
s:=s-1;
o:=0-1;

end;

procedure csokken(var m:integer;

var b,a,c:tomb;
x,y:vektor);
var j,cim:integer;
ch:char;
begin

10

writeln('Akarsz listat? (I/N)');

readln(ch);
if ch='i' then
begin
listazo(a);
listazo(b);
end;
osszead(b):
if ch='i' then listazo(a);
atlagol(c,m);
if ch='i' then listazo(c);
for j:=1 to s do
begin
cim:=addr(c([3j,1]));
koord(x[(31,y[(31);
beolvas(cim,0);
y{3]:=y[3]+1;
end;
y[3]l:=y(3]-s;
end;
procedure ertekado;
var k,l:integer;



begin
1:=0;
for k:=1 to 2 do
begin
xvik]:=x[2*1+1];
yvik]:=y[2*1+1];
xm{k]:=x[2%1+11];
ym[k]:=y[2*1+1];
1:=1;
end;
end;
begin
init; *
1000:m:=2;
writeln('Az l.ablak bal felso koordinatai: xt='});
is=1;
akival(i,x,y);
writeln('Az l.ablak jobb also koordinatai: xt=');
i:=2;
akival(i,x,y); B
writeln('A 2.ablak bal felso koordinatai: xt=');
bkival(x,y);
ellenorz(x,y,z);
0:=0+1;
s:=s+l;
amatrix(x,y,c);
bmatrix(x,y,b);
kl[1]:=0;
mr{1]:=0;
ii=1;
kul(i,c,b,kl,mr);
ertekado;
i:=2; N
nagy(i,c,b,x,y,kl,mr); -
iz=1;
k:=1;
tulnagy(i,k,xm,ym,xv,yv,X,y,2);
javitas(i,x,y,2z);
i:=2;
javitas(i,x,y,z);
amatrix(x,y,a);
for i:=1 to s do
begin
for j:=1 to o do
d(i,jl:=afi,3);
end;
2000:1:=2;
k:=3;
tulnagy(i,k,xm,ym,xv,yv,x,y,2); ' .
jvt(x,y,2);
bmatrix(x,y,b):;
wri_teln(x[l]:ylll:4,x[2]:6,y[1]:4,x[3]:6,y[3]:4'x[4]:Gly[3]:4);
writeln(x[1]),y[2]:4,x[2):6,y[2]):4,x[3]:6,y[4):4,x[4]):6,y[4]:4);
csokken(m,b,a,c,x,y);



repeat
writeln('Szuperponalsz meg? (I/N)'};
readln(ch)
until ((ch='i') or (ch='n'));
if ch='i' then
begin
repeat

writeln('l:Az elobb kapott kephez adok uj elemet');
writeln('2:Ket uj elemet atlagolok (1/2)');
readln(ca)
until ((ca='l') or (ca='2"'));
if ca='l' then
. begin
jelek(x,y);
repeat
writeln('Az uj ablak bal felso koordinatai: xt='});
bkival(x,y);
repeat
writeln('Megfeleloek az uj koordinatak? (I/N)');
readln(ch) _
until ((ch='i') or (ch='n'));
if ch='n' then

jvt(x,y,z)

until (ch='i');
s:=s+l;
o:=0+1;
tnagy(c,b,kl,mr,x,y);

" goto 2000; -

end

else goto 1000;
end;

end.



module ablak;
type vektor=array(l..2] of integer;
var t:char;
external procedure cdpnek(byt:byte);
external procedure cdpnbl(honnan,hanyat:integer);
external procedure cdptol(var byt:byte);
external procedure lut(egybyt:byte);
external procedure koord(xt,yt:integer);
procedure init;
var i:byte;
begin
cdpnek(128);
lutinit;
end;
procedure lutinit;
var i:integer;
begin
lut(127);
lut(128);
for i:=1 to 63 do
begin
lut(i); -
lut(i+192);
end;
end;
procedure raktaroz(var z:byte);
begin
cdpnek(64);
cdptol(z);
end;
procedure pontoz;
var gr:integer;
begin
cdpnek (80); .
writeln('Milyen szinu legyen a pont? (0-63)');
readln(gr);
cdpnek(gr);
end;
procedure beolvas(z:byte);
var cim:integer;
begin
cim:=addr(z);
cdpnek (88);
cdpnek(157);
cdpnbl(cim,l);

end;
procedure ellenoriz(l:integer;

var by:byte;

var x,y:vektor);
begin

writeln('Jo lesz ez a pont? (I/N)');
readln(t);
if t='n' then
begin
koord(x{1],y[(1]);
beolvas(by);
writeln('Mik legyenek az uj pont koordinatai? x=');
readln(x[1l])):
writeln('y="');
readln(y(1]);



koord(x[1],y{11);
raktaroz(by):

pontoz;
ellenoriz(l,by,x,y):;
end-
else if t<>'i' then ellenoriz(l}by,x,y);

end;
modend.



module terjel;
type vektor=array([l..2] of integer;
external procedure koord(xt,yt:integer);
external procedure pontoz;
external procedure raktaroz(var z:byte);
external procedure ellenoriz(l:integer;
var by:byte;
var x,y:vektor);
procedure terulet(var x,y:vektor);
var v:integer;
e:byte;
begin
writeln('A:bal felso sarok koordinatai, x[1]=');
readln(x(1]);
writeln('y[1]=");
readln(y[1l]);
koord(x[1],y[1]);
raktaroz(e);
pontoz;
ellenoriz(l,e,x,y): .
writeln('A jobb felso sarok koordinatai, x[2]=');
readln(x[2]);
y[2]:=y[1];
writeln ('y[2]=',y[2]);
koord(x[2],y[2]);
raktaroz(e);
pontoz;
ellenoriz(2,e,x,y):
vi=x[2];
writeln('A bal also sarok koordinatai, x[3]=',x[1]);
x[2]):=x[1];
writeln('y[3]=");
readln(y[2]);
koord(x[2],y([2]);
raktaroz(e);
pontoz;
ellenoriz(2,e,x,y):;
x[2]):=v;
writeln('A jobb also sarok koordinatai:');
writeln(x[2],y[2]:4);
koord(x[2]1,y[2]);
pontoz;
end;
modend.
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