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BEVEZETZES

A vAzizom a mozglsok kivitelezésére specializéi-
l6dott szovetféleség.
Miikkodése soran kémiai energia alakul At mechanikai
munkava,
Az izommikodés intenzitdsa befolyidsolja az izom anyag-
cserefolyamatait. Fokozott munkavégzéskor az anyagcse-
refolyamatok is fokozdbédnak, az izmok hipertrofizélnak.
A csbkkent igénybevétel egyiitt jAr az anyagcserefo-

lyamatok lassulAséval, az izmok atrofizéAlnak,

Az izombiokémiai kutatdsok eredményei alapjén az
izom miik6désében bedlldé valtozAsok még igen sok, més

vidltozast indukélnak az izomrostokban.

Munkénk célja annak vizsgidlata volt, hogy az izom
miikodésében kisérletesen eldidézett valtozAsok hogyan
befolyasoljak a kiilonbdz8 tipust haridntcsikolt izmok
szarkoplazmatikus retikuluménak fehérje- és lipid—A

Osszetételét,



I. TRODALMI ATTEKINTES

Intézetiinkben régdta vizsgialjuk, hogy a kiilon-
b6z8 kornyezeti hatdsok hogyan befolyasol jAk a VAz
/haridntcsikolt/ izom szerkezetét, anyagcseréjét,
elektfofiziolégiai, fiziko-kémiai sajétségait, egyéb
paramétereit.

A kiilonbo6z8 tipusdi haridntcsikolt izmok biold-
gial egyenstilya sokféle kisérleti beavatkozassal
megvaltoztathatdé, Példédul tenotdémidval /az izmokat
rogzité inak Atmetszése/, denervacidéval /az izom-
rostokat beidegz8 idegek Atmetszése/, az immobili-
z&lAs kiilonbozd formAival, igy gipszeléssei is
/F. Guba et al. 1977, O. Takécs et al. 1977, I.Sohéar
et al. 1977/. Ezek a beavatkoz&sok izomatrofidhoz,

a fehér jekompartmentek Osszetételének megvaltozéasa-
hoz; ultrastrukturdlis vAltozésokhoz vezetnek, Ezen
vAltozAsok megfigyelhetdk az izomrostok fokozott
igénybevételekor is /tréning, hosszi idejii kisérle-
tes stimuldlés/, amikor az izmok hipertrofizdlnak.

A gipszeléses immobilizAlAs olyan vAltozéAsokat

idéz el6 a kiilonb6zd izomrostokban, mely vAltozAsok
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nagymértékben hozz4 jArulnak az ultrastrukturélis és
metabolikus vAltozAsok jobb megértéséhez.
A vAzizmok kevert rosttipusiak., Fizioldgiai

szerepik szerint megkiilonbdztetiink lassu, gyors és

intermedier izomrostokat.

A lasst rostok kis Atmérdjiek /300 R/, mitokondri-

umban gazdagok, "széles" a Z-vonaluk., Lassan fAradnak,
az ATP regeneridlédisit a mitokondridlis oxidativ fosz-
forildcibé Altal biztosit jak. Motoros véglemeziik fel-
szini, szabAlytalan red8zottségii, kis feliiletii.

A gyors rostok nagyobb &tmérdjiek /450 X/, mito-

kondrium tartalmuk alacsonyabb, Z-vonaluk keskenyebb,
mint a lassd rostoké, Gyorsan aktivildéddnak és gyorsan
ki is fdradnak. A miikodésiikhoz sziikséges energiit
anaerob glikolizissel biztositjdk., Motoros véglemeziik
szabdlyos, mély redézsttséget mutat, nagy felﬁietﬁ.

A gyors rostok egy tovabbi tipusa az intermedier

rostok, melyek neviiket a kozepes mitokondrigm tartalom-
ré6l, a fAdraddssal szembeni viszonylagos ellenédllasukrodl
kaptdk. A rostok Atmérdje /350 & /, a Z-vonal széles-
sége, a motoros egység tipusa a lassi és gyors rostok
kozotti 4dtmenetet mutat ja.

Az egyes motoneuronok kiilombdz8 frekvencidji in-
gerek Altal aktivaldédhatnak, iéy a kiilonb6z8 rostpo-

pulidcidk egyszerre, vagy kiilon miksdhetnek,



Ez teszi az izmokat rendkiviil vAltozékonnyi és alkal-
mazkodévd fiziolégiai szerepiik megfeleld betdltése
szAmAra.

Az izomszdvet alkalmazkoddképességének klasszi-

kus példidja a kereszt reinnervicid, vagy a hossza

ide jii kisérletes stimuldlAs. Kisérletekben, ha a

gyors izomrostok sajAt beidegzését megsziintették,

majd ezt kovetbben a gyors rostokat olyan impulzusok-
kal ingerelték hossz( iddén At, ami a lasst izomrostokat
is éri in vivo, akkor az eredetileg gyors izomrost At-
alakult lassuva,

VAltozAs figyelhet8 meg a kontrakcid gyorsasighban a
mAr emlitett végtag-gipszeléskor is.

A kiils8 tényez8 hatisira bekdvetkezd funkcidvaltozés
médositja a sejtek metabolizmusét és Osszetételét,
kiilonos tekintettel a kontraktilis apparéitusra.

A kiilonboz6 kezelések hatadsdra az izom fenoti-

pusdban bedlld viltozAsok sokfélék, Annyi bizonyos,
hogy az izom aktivitidsa dont8en befolyidsolja a feno-
tipust, a kiilonboz8 faktorok hatnak a genetikus 4lloméAny
expresszibd jara. Ugyanakkor szerepe van pl. a taplalko-
zhsnak, a hormondlis hatdsoknak is /Buresovi M.,
Gutmann E. 1971./.

Az izomrostok heterogenitidsa, a kiilonbsz6 fakto-

rok hatdsAra bekovetkezd vAltozésok azt wmutat jik, hogy



az izomszovet rendkiviil plasztikus., Az izomse jtek a

sziikségleteknek megfelel8en képesek alkalmazkodni
kornyezetiik vAltozdsaihoz /F. Guba, 1980./.

Az izomszovet plaszticitdsa megmutatkozik a fe jld-
désében, a betegségekre vald reaghlésiban is, s
mindezek kialakﬁléséban genetikus, neuromuszkularis

és metabolikus interakciék jAtszanak szerepet,

I.1. A haradntcsikolt izom szerkezete

A hardntcsikolt, vagy vazizom az akaratlagos
mozgasokat végzd izomtipus, Az izom mikroszkdépos
képén haréntcsikolat figyelhet8 meg, mely a struk-
turfehérjék egyenldtlen eloszlidsibdl addddé fénytorési
kiilonbség kovetkezménye,

Az izomkotegen Belﬁl izomnyaldbok talAdlhatdék, melye-
ket kotdszoveti elemek kiilonitenek el egymistdl.
Az izomnyaldbok izomrostokbdél épiilnek fel.

A tetanikus és tdnusos izomrostok kozott lénye-
ges kﬁiénbségek figyelhetd8k meg mind a biokémiai jel-
lemz8kben, mind morfoldgiai és funkcionélis vonatko-

zdsban /BAlint M., 1978./.



I.1.2,A biokémiai jellemz8kben 1évd kiilonbségek a

kovetkezdbk:

1./ A tetanikus /fehér, gyors, fast twitch/
izomrostok kevesebb mioglobint tartalmaznak mint a
ténusos /vdros, lassu, slow twitch/ izomrostok, ezért
sziniikk valamivel vilAgosabb,

2./ A tetanikus rostok miozinja hArom kiilonb&z8
molslyd kénmnyi ldncot tartalmaz, a tdénusos izomros-
tok miozinjénak kétféle konnyii ldnca van. A konnyi .
lancokat a miozinbél torténd izolAlhatdsiguk alapjén
két csoportra osztjuk:

a./ Az un, DINB /ditio-bisz-nitrobenzoesav/
konnyii lancok a miozinbél DTNB-vel vonhatdk
ki Ggy, hogy az ATP-4z aktivitAsuk megmarad.

b./ A mAsik csoportot az alkili konnyii lAncok
képezik, melyek a miozinbdél nem vonhatdk ki
enzimaktivitdsuk elvesztése nélkﬁl.

A tetanikus izomrostok a miozin két nehéz lanca
mellett hidromféle konnyii lancot tartalmaznak, melyek
koziil kett6 monomer /alkali konnyii ladncok/ és egy
dimer /DINB konnyi léncok/. A ténusos izomrostok
miozinja két nehéz lancot és egy-egy alkali és DTNB
konnyii ladncot tartalmaz,

3./ A ténusos rostok neutrdlis zsir, foszfoli-

pid és koleszterin tartalma magasabb,



L,/ A tetanikus izomrostok miozin ATP-4z aktivi-
tdsa magasabb mint a ténusos rostoké.
5./ A tetanmikus rostok szarkoplazmatikus retiku-

lumAnak Ca®

* _felvevd kapacitdsa magasabb a ténusos
rostokéhoz képest.

6./ A tetanikus izomrostok fé6leg glikolitikus
anyagcseréjﬁek; A miikkodésiikhoz sziikséges ATR-t eanaerob
glikolizissel biztositjdk. A ténusos izomrostokban az

oxidativ anyagcsere dominédl. Mitokondriumban gazdagab-

bak, az ATP oxidativ foszforilécidéval képzédik.

I.1.3. Morfolédgiai kiilonbségek

1./ A tetanikus izomrostok miofibrillumainak
hardntcsikoltsiga kifejezettebb, mint a tébnusos ros-
toké, A miofibrillumban izotrép /polarizlcibés mikrosz-
képban kett8storédst nem mutatd/ és anizotrép teriiletek
lAthatdk.

A szarkoméren beliil /Z-membrénok kozstti teriilet/ az
I-z6ndban a vékony /aktinbdél, troponinbdél, tropomio-
zinbél, f6lépitett/ filamentumok taldlhatdk, Az A-zdna
vastag /miozin tartalmi/ és vékony filamentumokat tar-
talmaz, Az A-zb6nAt kettéosztja a H-zbna, melyben csak
vastag filamentumok taldlhatbék., A H-zbna kézepén az

M-vonal huzdédik.



2,/ A tbénusos rostok kapilllris érhélézata
diasabb,
3./ A ténusos rostok szarkoplazméis retikuluma

kevésbé fejlett, mint a tetanikus rostoké,

I.1.4, Fizioldgiai, funkciondlis kiilonbségek

1./ A tetanikus izomrostok az akaratlagos mozgh-
sok /helyvAdltoztatds/ kivitelezésében jhtszanak sze-
repet. A ténusos izomrostok /antigravitlcids izmok/ a
ténus fenntartéslban, a testtartids kialakitdséban vesz-
nek részt.

2,/ A ténusos izomrostok tartds munkavégzésre
képesek, mig a tetanikus rostok hamarabb fAradnak,.

3./ E1tér6 a kétféle izomrost kontrakcidkész-
sége is, A tetanikus rostok kontrakecidjanak ide je
15-20 msec., a ténusos rostoké 50-60 msec,

4./ A ténusos rostok relaxicid ja lasstibb, mint

a tetanikus rostoké.

'I.2. A kontrakcidé molekul&ris mechanizmusa

Ismeretes, hogy elektromos impulzus hataséra az

izomrostokban Ca2+—ionok szabadulnak fel, melynek



kovetkeztében aktivAdlédik a kontraktilis apparétus.
Az impulzus az izomrostokat burkolé szarkolemmAhoz
jut, mely az impulzust végigvezeti az izomrost fe-
liiletén,

A szarkolemma - plazmalemma - valédi se jtmembréan-

nak tekinthetd. Funkcib jat illet8en kiilonbozd ionok
és anyagok transzportjdban vesz részt., Az ingert kép-
viseld depolarizlcidés hulldm a szarkolemmirédl Atter-
jed a miofibrillumokat boritdé szarkoplazmatikus re-
tikulumra., A depolarizécidés hullém hétéséra a szarko-
plazmatikus retikulumbdl Ca2+—ionok szabadulnak fel,

7

megnd® a miofibrillum szabad Ca2+—koncentréci6ja 107/ -

9 M-1ré1l 10"6 M-ra.

10~
A depolarizéciss hulldm megsziinésével a Ca2+—ionok
visszajutnak a szarkoplazmatikus retikulumba, le-
csokken az izomrostban a szabad Ca2+—koncentréci6,

a kontrakcié befejez8dik, az izom relaxiloddik.

Az izom citoplazma - szarkoplazma - kiilonbozd
sejtorganellumokat tartalmaz; igy az izom Osszehi-
zb6dasra és elernyedésre képes szubcelluldris elemeit,
a miofibrillumokat.

A miofibrillumok mellett taldlhatbdk az energiahéz-
tartidsban igen fontos szerepet jAtszd mitokondriumok.
Ezek tartalmazzik a terminélis oxidAcibé és oxidativ

foszforildlids enzimrendszerét, A szarkoplazmiban ezen-

kiviil glikogénszemcsék és zsircseppek is eld8fordulnak.



A szarkoplazmdban, kozvetleniil a miofibrillu-
mok feliiletén helyezkedik el a szafkoplazmatikus
retikulum membréanrendszer /tovAbbiakban SR/, mely
a szarkoplazma strukturdlt része és fontos szerepe
van az izommiik6dés szabilyoziséban.

Az SR részletes tArgyalisa eldtt a biomembrénokkal

kivanok foglalkozni, roviden.

I.3. Altaladban a biomembranokrédl

A biolégiai membranok féleg fehér jékb6l és 1li-

Eidekbﬁl A4llnak. A sejteket elkiilonitik kornyezetik-
td8l, s ezdltal a sejtek individualitéisat is biztosit-

jidk. A membrénok szelektiv permeabilitdsd barrierek,

specidlis transzportrendszerekkel., Ezek a transzport-
rendszerek szabidlyozzdk az intracelluléris kozeg mole-
kularis és ionos Osszetételét,

Az eukariota sejtek belsd membréanokat is tartalmaz-
nak, amelyek a sejtorganellumok hatérat képezik,

A membrinok teremtik meg a kapcsolatot a sejt és
kdornyezete kozott, Specidlis receptorokat tartal-
maznak a kiils8 ingerek felfogiséara, kémiai vagy
elektromos jeleket képesek tovéabbitani.

Bioldégiai rendszerekben két fontos energiadtaakitd

folyamat is membrénokhoz kotott., A fotoszintézis
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a kloroplasztok belsd membranjAban, az oxidativ
foszforildlds a mitokondriumok belsd membranjé-

ban megy végbe,

I.3.1.A biolbégiai membrinok néhény kozds tula j-

donséaga.

1./ A membrinok lemezes szerkezetiiek, vas-
tagsaguk 60-100 2.

2,/ Fb6leg fehérjéket és lipideket tartalmaz-
nak. A fehérje-lipid sdlyardny a legtdbb membran-
ban 1:4-t81 Lk:1-ig terjed.

3./ A membran lipidjei relative kis molekulék,
melyek hidrofil és hidroféb tulajdonsigokkal rendel-
keznek,., Ezek a lipidek vizes fAzisban spontén bi -
molekularis réteget képeznek, Ez a lipid kett8s ré-
teg a barrier/ght/ a polAris molekuldk Atdramlésa-
kor.

4./ Specifikus fehér jék kiilonbsz8 funkcidkat
"adnak" az egyes membranoknak, Ezen fehér jék le-
hetnek pumpa-rendszer tagjai, receptorok, enzimek,

A membranok lipidjei megfeleld kﬁrnyézetet biztosi-
tanak a fehér jék miikodéséhez,

5./ A membrédnok aszimmetrikusak, ami azt jelenti,

hogy kiils6 és bels8 feliiletiik rendszerint kiilénbozd,
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A membrédnok kialakitédsdban résztvevd lipidek
legnagyobb csoportjat a foszfolipidek képezik /fosz-
fatidil-kolin, -etanolamin, -szerin, -inozitol/.
Ezek amfipatikus molekuldk, melyek hidrofil és hid-
roféb régidkkal rendelkeznek, s ez teszi 8ket alkal-
massi arra, hogy a membrinokban orientédltan helyez-
kedjenek el,

Hidroféb részeikkel egymids felé fordulva alkotjik

a membrianok belsd részét, hidrofil részeik a membri-
nok kiils8 és belsd felszinét képezik.

Sok membréan tartalmaz glikolipideket és koleszterint
is., A fehérjék kiilonbozbképpen helyezkedhetnek el a
membranokban,

Némely fehérje hidroféb kolesdnhatidsok révén

részben besiillyed a membrénba /extrinszik vagy peri-

férids fehérjék/, mhsok teljesen A4térik a membrant

integrins fehérjék/, ilyenkor a lipid kettds réteg
J

mint oldbészer szolgadl ezen fehérjék szimlra.

A ma elfogadott "folyékony mozaik modell" szerint
/S.J.Singer, G.L.Nicholson, 1972./ a membrinok fe-
hér jék és lipidek kétdimenzidés dinamikus szerkezete,
melyben a fehérjék és lipidek oldalirdnyd mozgésa is
megvaldésulhat.

A membranok fluiditésa fiigg a membranokat alkotd
zsirsavlancok hosszadtdél és a telitetlen kotések sza-

z z

matol,
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I.4, Az izomsejt membrénjai

Az izomsejt membrinok durvan két csoportra
oszthatodk:

Az egyik csoportba tartozik a mag és a mito-~

kondrium membréan, a lizoszé6wélis membrénok, melyek
kozosek a legtobb emlds sejtben.

A masik csoportba azok a membrinok tartoznak,

melyek egyediil az izomban talAdlhatbék, Ezek a peri-
férids idegek és a kontraktilis apparidtus makromo-
lekuldi kozott teremtik meg a kapcsolatot és maguk-
ban foglaljdk a feliileti membrant, vagy szarkolemmat,
a T-tubulélris rendszert és a szarkoplazmatikus reti-
kulumot,

A szarkolemma funkcid jat illetden kiilnboz8 ionok

és anyagok transzportjdban vesz részt, Legfontosabb
tulajdonsiga, hogy képes szelektiven és gyorsan meg-
vidltoztatni permeidbilitaséat Na® és k' ionra. Ez a
membrin permeadbilitéAsiban bedlld vAltozAs az alapja
az ingeriilet hatdsdra képz6dd akcibés potenciilnak,

mely a szarkolemmaban ‘tovater jed.

I.5. A szarkoplazmatikus retikulum

A szarkoplazmatikus retikulum speciidlis funk-

cibdéval bird membrinrendszer.
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SzabAlyozza a szarkoplazmin beliili kalcium szintet,
mely ion kﬁzveflenﬁl felelbds az akfin-miozin rend-
szer aktivAldédidsdért. Az SR képes gyorsan megkotni
az intracellullris kalciumot egy energiaigényes
folyamatban és képes lecsdkkenteni a szintjét, s
ezt a szintet hatirozatlan ideig tartani. A meg-
feleld jelre adott vilaszként é kalcium ismét ké-
pes felszabadulni az SR-b3l, meginditva a kontrak-
cidét a troponinhoz vald kotdbdéssel,
A kalciumnak ez az egymast kovetd felszabadulésa és
reakkumuldlisa az SR 4ltal, adja az alapjat az izom-
kontrakcié és relaxidcidé mechanizmusanak,
Az idegimpulzus megsziinésekor az SR Ca2+—transzport
ATP-4z enzime begyiijti a Ca2+-ot a miofibrilléiris
teriiletekr8l és az SR-ben tArolja /Weber et al.
1963./. A feliileti membranbdél eredd akcids potenciil
és az SR kalcium felszabadité mechanizmusa kozotti
kapcsolatot a T-tubulAris rendszer teremti meg.

A T-tubullris rendszer a feliileti membrin kes-
keny betiiremkedései, melyek behatolnak a rostokba,
a rostok tengelyére merdlegesen. A T-tubulusok mellett,
a tubulusok mindkét oldalan "cisztern&lis" képz&dmé-
nyek figyelhet8k meg, melyek egybeolvadnak /kommuni-
kAlnak/ a longitudinAlis tubulusokkal két T-tubulus
kozotti teriileten. A T-tubulus és a két ciszternilis

rész képezi egyiitt az un. triédokat /G. Inesi, 1981./.
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A T-tubulfris rendszer a szarkolemmAhoz hasonlban
képes az akcids potencidlt az izomsejt belsejébe
aktivan vezetni.

Relax&cibdéban a szarkoplazma kalcium koncentra-

7

ciéja 10”1 - 10~ M, s ez a kontrakcié ideje alatt

10—6 M-ra nd,.

Elektronmikroszképos megfigyelések alapjin
el8szor Poster és Palade irta le azSR-t /Poster K.,
Palade G.E., 1957./. Megfigyeléseik alapjin ez a
membranrendszer tubulusoknak, vezikulumoknak és
ciszterndknak olyan hédldézata, mely koriilfogja a
miofibrillumokat.

Elektrofizioldégiis kisérleteket végezve megil-
lapitottidk, hogy elektromos ingerlés hatdsira lo-
kalizédlt kontrakcidét kaptak, ha a depolarizécibt
ott induk&ltdk, ahol a kiilsé membrin "befordul" a
rost belsejébe, kialakitva a T-tubulusokat /Franzini-
Armstrong C., 1964./. AzSR Ca2+—k6t6 képességét frag-
mentidlt SR membrannal vizsgidltdk. A membréan frag-
mentumok magas és specifikus kalcium akkumulaléd
képességet mutattak, s kiilonleges rendszerként szol-
gllhatnak az aktiv iontranszport mechanizmusinak ta-
nulmanyozasara. .

AzSR pellet ELMI-s képén 60o-3000 & Atmérd ji
vezikuldk lAthatdk /G,Inesi, 1972./.

A vezikulék egy 60-7o0 2 vastagsidgi membrinnal ha-
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tdroltak, mely hAromrétegii elrendezddést mutat
/Baskin R.J., 1971./. Ez azt jelenti, hogy a vezi-
kuldk lezArtak.

A vezikuldk feliiletén negativ festés utan ELMI-ben
30-bo R Atmérdjii partikulumok figyelhetSk meg. Ezek
a kis partikulumok a felﬁlethez 2 nm Atmérd ji nye-
lecskével kapcsoldédnak /Deamer D,W,, Baskin R.J.,
1969./.

Intakt SR membrinok fagyasztva-tdéréses me-
todikéaval készitett prepardtumaiban a membrinok
hidroféb belsejében 9o0-loo % nagysigi globulusok
ladthaték. Hosszabb idejii tripszines emésztés utén a
kiils8 partikulumok nem lathatdék sem negativ festett,
sem fagyasztva-toréses preparidtumokban, a hidroféb
globulusok azonban tovAbbra is jelen vannak.

A fagyasztva-toréses technik&val a membrén a
belsd kettds réteg legkevésbé ellendlld felszinén
torik., Igy konvex és konkAv torési feliiletek ala-
kulnak ki. A hidrofdéb, belsd globulusok majdnem ki-
zArélag a konkav feliileten taldlhatdk., SzAmos meg-
figyeléds alapjan: a kiilsd partikulumok és a belsd
globul4ris részek azonosak az ATP-Az fehérjével,

Az ATP-A4z fehérjének van egy hidrofil és egy hid-
roféb része. A hidrofil rész - negativ festett fel-
vételeken mint feliileti partikulum figyelhetd meg -

megfelel egyenként az ATP-Az polipeptid lancéinak,
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A hidroféb, globullris részek oligomer fehérje kép-
zésére torekvd ATP-4z polipeptid léncok, s ezek a
membrén belse jében taldlhaték /D.Scales, G,Inesi
1976., Packer L,.et al. 197h4./.

Szolubilizilbészerekkel végzett kisérletek alap-
jan /Le Maire M, et al. 1976./ a teljes aktiv enzim
molstilya minimAlisan 400,000 daltonra teheté. Ez a
molsily megfelel négy egyenként kb. 100,000 daltonos
alegységbdl felépiild fehérjének, Az alegységek egy-
massal kapcsolédva hidrofil csatornékat alakitanak
2+

ki, melyeken keresztiil transzportidlddik a Ca

/V.M.C.,Madeira, 1980./.

I.5.1. A szarkoplazmatikus retikulum membrinrendszer

Osszetétele

Az SR az izomban a kalcium transzportjara és
kotésére specializédldédott membrlnrendszer. A membran
szArazanyag sulyanak 60-70 %-4t a fehérjék adjak,

" 30-40 %-4t pedig a lipidek.

Az SR legnagyobb molsilyd fehérjéje a ca®*_ak-
tivalt ATP-4z, mely integrans fehérje, Kisebb fehér-
jéi a calsequestrin, a "kalcium ko6t8 fehérje" /HACBP/,
valamint egy proteolipid, glikoproteinek és alacsony
molsﬁiyﬁ, ismeretlen funkcid ji fehérjék is taldlhatdk

a membranban.
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Lipidjeinek nagy része fdleg foszfolipid, mely
az 0sszlipid kb, 90%-4t képezi.
A tovAbbiakban az SR fehérjéit szeretném tArgyalni,
kiilénds tekintettel a kalcium transzportjat végzd

2+
a

C ~-ATP-4z enzimre és a Ca2+ kot8 fehérjékre.

Az SR fehérjéi

A SR-b81l hét fehérjét izolAltak /Ostwald T.,
MacLennan D.H., 1974./:
az ATP-4zt, néhéany vizoldékony savanyi fehérjét,
melyek molstilya: 55 ooo, 46 ooo, 38 ooo, 33 ooo és
20 o0oo és egy proteolipidet. A SR-ben taldlhatd gli-
koproteinek koziil MacLennan és munkatirsai /K.P.
Campbell, D.H.Maclennan, 1981./ izoldltak és tisz-
titottak egy 53 ooo molstlyd fehérjét, mely a ha-
rantcsikolt izom szarkoplazmatikus retikuluméinak

integrans fehérjéje.

I.5.L1L A CEt ATP-42 fehérje

A Ca2+—transzport ATP-4z /E.C.3.6.1.3./ egy kb,
102 ooo daltonos fehérje /Martonosi A,, Halpin R.A,
1971., MaclLennan D.H., 1970., McFarland B.H., Inesi G,

1971., Meissner G.,Fleischer S. 1971./. Legf&bb funk-
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cidéja a kalcium kotése és felszabaditdsa /A.Martonosi
1971./.
A Ca2+-k6t6dése és membranon keresztiili transz-
port janak mértéke tobbféle titon tanulményozhatéd.
Egyik 1egiémertebb médszer az ATP és oxalétibn jelen-
1étében végzett ca®* kicsapds. Igy t&bb uM Ca/mg
protein kicsaphatdé az SR vezikuldkban /Hasselbach W.,
Makinose M, 1961./.
A Ca2+-k6t6dés Ugy 'is tanulmlnyozhatd, hogy az SR-bdl
tisztdn izolAdlt fehérjék Ca~'-kot6 képességét vizsgal-
jék.
Az SR fehérjéi két £8 csoportra oszthatdk /D.H.
MacLennan, P.T.S.Wong 1971./:
a./ intrinszik fehérjék: az ATP-4z, proteoli-
pid és
b./ extrinszik fehérjék: tobb vizoldékony savanyu
| fehérje, a calsequestrin
/CS/ és a ca®t_t magas af -
finitAssal kot6 fehér je
/High Affinity Calcium
Binding Protein - HACBP/
Mint emlitettem, a Ca2+ SR membranon keresztiili transz-
portjat a Ca2+—transzport ATP-A4z enzim végzi. Ennek a
transzport folyamatnak a mechanizmusa lényegében tiszti-
zott., A ca?* aktiv transzlokécibja sztochiometrikus kap-

csolatban van az ATP hidrolizisével. Minden ATP mole-
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kula hidrolizisekor 2 atom kalcium helyezddik At a
membridnon., Az ATP hidrolizise a Ca2+-transzport
ATP-Az Altal torténik, egy foszforilAlt fehérje
kialakitidsdval egyid8ben, A folyamat a kovetkezd

1épésekbdl 411:

E + ATP ——> E-ATP /1/
/ATP
E-ATP + 2Ca =——= E /2/
\2Ca
ATP P
E// — E/ + ADP /3/
\2Ca \2Ca
P
B —— E /4/
2Ca \2Ca
X/P
E ——=FE + P, + 2Ca /5/
\‘ZCa 1
EX —— E /6/

A foszfoprotein kialakuladsa a mikroszémék kiils8 felii-
letén torténik /1-3. 1épés/, amelyet egy izomer Atala-
kulds és egyidejileg a Céﬁfk a. membrin belsd oldalara
valdé jutésa kovet /4, 1épés/. A foszfoprotein hidroli-
zise egyiitt jar a Ca.'g+ felszabaduldsidval a membréan
belsd felszinén /5, 1épés/, ezt kivetSen pedig a

karrier molekula visszanyeri eredeti konformécib jat



- 20 -

/6. 1épés/, /Degani C., Boyer P., 1973./.
AzSR Ca-pumpa fehér jének a szerkezetét és funk-

R+ _ATP-4z fehérje hé-

cidé jat kutatva, Ikemoto a Ca
rom konformiciés 4llapotéit kiilonbozteti meg /N.
Tkemoto; kozlés alatt/.

Az un, alap Allapot Ca2+ hiAnyAban figyelhetd meg,

valamint 1létezik egy Ca és egy Mg-fllapot.

Az enzim e két utdébbi Allapota abban kiilonbozik egy-
mAstél, hogy a Ca-allapotban az enzim valamilyen fém.
ATP komplexszel foszfoenzimet /EP/ képes kialaki-
tani. A Mg-Allapotban az enzim anorganikus foszfittal
/P,/ tud EP-t kialakitani.

Az enzimvizsgilatok eddigi eredményei alapjén az
enzim a Ca-Allapotban taldlhatd a membrinban. A fém
ATP induké&lta reakcidéban a Ca-Allapot "AtvAltozik"
Mg-41lapott4d Ggy, hogy kozben tobb EP intermedier
képzbdik,

A Mg-A4llapot kialakithatdé lztozvetleniil is az alap-
Allapotbdl magas Mg2+ koncentracié /2omM/ jelenlé-
tében, Ca>* hiényhban.

A fém.ATP jelenlétében az ATP qr—foszfétja épiil be

a Ca*t_ATP-4zba és egy "acid stabil" EP képzBdik.

A Ca2+-ATP—éz szAmAra a szubsztrit a Mg°*ATP.

Ezt Yamada és munkatlrsai vizsgidlatai is aldtlimaszt-
jak, melyek szerint a Ca~'-ATP-4z aktivitas &s az EP
képz8dés els8sorban Mg+ ATP fiiggd és nem ATP fiiggd

/S.Yamada et al. 1980./.
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A kalcium kotbé6désének mechanizmusae,

Minden Ca2+-ATP—éz fehérjén két Ca-kotd vagy
transzport hely és egy ATP-kot8 hely van /Chevallier
J., Butow R.A, 1971., Ikemoto N. 1975., Meissner G.
1973./.

A Ca.2+ két lépésben kotddik az enzimhez:

1./ elsd 1lépésben egy ca®* gyorsan, alacsonyabb

affinitdssal kot8dik, | '

2./ majd egy masik ca®t az el&z6nél lassabban,

magasabb affinitdssal kotddik.
A k6t6dés mechanizmusa szorosan Osszefiigg a Ca2+—ATP-éz
oligomér sajhtsidgédval. Feltételezhetd, hogy az elsd
ca?* kotb8dése konformlcids valtozist indukll a fehér-
je egyik alegységén, mely valtozAs hatdssal van egy
masik alégységre, amelyben szintén konformicid valto-
z4s kovetkezik be,

Az eddigi vizsgalatokbdél kitiinik teh&t, hogy az
enzimatikus aktivitas két 8 l1lépésre oszthatd: az
ATP-4z fehérje foszforilAcid jara és defoszforilécid-
jara. A foszforilédcibhoz Ca jelenléte sziikséges, kb.
0,3 uaM koncentréicidéban /D.H.MacLennan, 1975/. A
defoszforilécié Mg dependens.

MacLennan és munkatirsai /P.S.Stewart, D.H.
Maclennan, 1976/ az ATP fiiggé kation transzport tanul-
miAnyozisdhoz az ATP-Az molekulét tripszines kezelés-

nek vetették ala.
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Az 1 M szukrdézt tartalmazd kozegben végzett tripszi-
nes emésztés eredményeként két fragmentumot kaptak.
Egy 55 ooo és egy 45 ooo mélsﬁlydt, melyeket Sephadex
és hidroxilapatit oszlopon izolAlni is tudtak SDS je-
lenlétében.

Az 55 ooo mbélstilyd toredék 50-50%-ban tartalmaz po-
ladros és nem poléros aminosavakat.

A 45 ooo mbélstlyd toredék 6o%-ban nem poléros amino-
savakat tartalmaz. Ez a fragmentum tehAt tobb hid-
roféb komponenst tartalmaz, s igy nagyobb mértékben
kapcsolédik az SR membrin hidroféb teriileteivel, a
foszfolipid kettds-réteggel, s abba besiillyed.

Az 55 ooo-es fragmentum is kapcsolddik a foszfolipidek-
hez vagy kozvetleniil, vagy a 45 ooo-es fragmentummal
létesitett diszulfidhidakon keresztiil.

Az 55 ooo-es fragmentum tovabbi tripszines
emésztés hatidséra egy 30 ooo és egy 20 ooo mdlsiulyu
fragmentumr hasad. Hasonldé megéllapitédsokra jutott
Inesi és Scales is /Inesi G., Scales D. 1974., MacLennan
D.H.,Campbell K.P. 1979./.

Tovabbi vizsgdlataikkal kimutattdk, hogy az ATP
hidrolizis helye az 55 ooo mbélsilyd fragmentumon van
/Green N,M.etdl1l%o/. Az ionofor aktivitéas az 55 ooo és
20 ooo mélstlyd fragmentumokhoz tartozik.

A Ca2+ kotbédésének és transzportjinak a helyét Pick
és Racker hatdrozték meg /Pick U., Racker E. 1979/

.

diciklohexil—karbodiimiddgd/y%c végzett kisérletekben.

~N

{
I
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2

Megédllapitottdk, hogy a DCCD az SR Ca *_ATP-4z fe-

hérjével kovalensen kot6dik, s ghtolja a Ca2+—ATP—éz

aktivitdst, a Ca~'-felvételt és a Ca’' kot8dését.

A ghtlés Ca2+-mal felfiiggszthetd, ami a ca®t &s a

DCCD ko6zott fenndllé kompeticidbra utal.

2+—ATP—éz fehérje tripszines emésztése

a [e**]bcep a ca
utidn a 20 ooo daltonos fragmentumban volt kimutathaté,
ami bizonyitotta, hogy a Ca?* _kotés és transzport helyec

5

ezen a fragmentumon talédlhatod.

I.5.12. A kalcium-kot8 fehér jék

Az SR membran fehérjéinek egyik csoportjat
képezik a vizoldékony, extrinszik fehérjék. Ezek izo-
l4lhaték alacsony koncentréicid ji dezoxikolsav /DOC/
és s6 mellett /0,1 mg DOC/mg fehérje, 1 M:KCl/.
FrakciondlAdsuk DEAE-celluléz oszlopon, sé gradienst
/0,0-0,7 M KC1/ alkalmazva valdsithaté meg. /Ikemoto
et al.1974./:

0,33 M-nil egy 55 ooo mdélsulyd fehérje izolAlhatd

- a HACBP /High Affinity Calcium Binding Protein/
/Ostwald T.S. and D.H. MacLennan 197h4./

0,5 M-nil egy 45 ooo mdlstilyti fehérje izol&lhatd, mely
a calsequestrin /CS/. Ezen fehérjék aminosav Osszeté-
tele is ismert /D.H.Maclennan, P.T.S.Wong 1971.,

Ikemoto et al. 1971./
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A HACBP-t felépit8 aminosavak 32%-a savanyu
karakterii, a bAzikus aminosavak 13%-ban vannak je-
len.

A fehérje 25 mol/mol Ca®* ot képes megkstni /460 nmol /fug
fehérje/ lO-Ll nagysigrendii disszocidcidés konstanssal
/Kd/’ 5 mM Trisz jelenlétében. Ugyanezek az adatok
izotbéni&s KC1l jelenlétében a kovetkezbképpen vAal-
toznak meg: a Ca2+-k6tés értéke 0,85-1,05 mol/mol,

a Kd§2,8—h,2x10-6M. Kisérletekben a Ca2+—transzport

a HACBP hatisira megemelkedett, ami azAltal lehetsé-
ges, hogy a fehérje résztvesz a transzportfolyamatban.

A calsequestrin 37%-ban tartalmaz savanyi amino-

savakat, fdleg Glu-at és Asp-at. A bAzikus aminosa-
vak kozil f8leg a Lys és az Arg taldlhaté meg mintegy
8%-ban.

A fehérje C;ﬁkﬁtése 43 mol/mol /970 nmol/mg fehérje/.
AKy; =50 uM 5 mM Trisz-ben. Izotdniéds KC1 jelenlété-
ben a Ca2+—k6tés 970 nmol/mg fehérje értéke nem vAlto-
zik, de a K,= 8oo uM,

A kétértékii kationok befolyasoljdk a CATk5t6dését;
0.1 mM Ca** és 0,1 mM Mg2* jelenlétében a Ca?’-koté-
dés 20%-kal csokken.

Ha a Ca.2+ koncentracié 0,1 mM-nAl nagyobb, a maxi-
midlisan kotott Ca2+ mennyisége 8oo nmol/mg fehér je.
Ilyenkor a fehérje oldhatatlan lesz, feltehet8en d

Ca2+ és a fehérjemolekula kozott kialakuld kotések
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miatt. Ez felhigitéssal vagy dializissel megsziin-
tetheté,.

A Ca2+ kot8dése pH 7,5.alatt alacsonyabb,
ugyanakkor csokken az ATP energidjAt felhaszndlb
Ca2+ transzport is. Ez az Allapot feltételezhe-

2+ SR-b81l vald felszabaduléhsat.

t8en noveli a Ca

A calsequestrin csak az izomszdvet SR-ében
fordul el8. A fehérje 1 M KCl jelenlétében DOC-
tal vald szolubilizAlhatdéséga arra utal, hogy hid-
roféb kotésekkel kapcsoldédik @ SR-hez.

A két Ca®*_kst8 fehér je tulajdonséigait Ossze-
gezve megillapithatjuk, hogy a calsequestrin a
Ca2+—ot kozepes affinitAssal és magas kapacités-
sal koti,

A HACBP, mint arra a neve is utal, a Ca2+—ot ma.—
gas affinitdssal koti, Ezek a fehérjék valdsziniileg
a membrin foszfolipidjeihez kot8dnek kétértékii sbd-
hidakon keresztiil.

Meissner és Fleischer megillapitotték, hogy
ha az SR membrén foszfolipidjeit foszfolipAzos
emésztésnek vetették alid, melynek sorén a foszfo-
lipidek 80%-4t elmozditottik, a calsequestrin el-
tiint a membrén-preparitumbbél /Meissner G., Fleischer
S. 1972./. Mas szerz8k szerint a calsequestrin a

membranban oldhatatlan Ca2+—komplexként van jelen

/Ikemoto N. 1972./.
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Ikemoto és mtsai fluoreszcens és spektrum
abszorpcibés vizsgdlataik alapjén megdllapitotték,
hogy a calsequestrin szerkezete igen nagy valtozé-
son megy keresztill a Ca kotédésekor, Kalcium hid-
nydban a fehérje "felcsavarodott" strukturédja, a

kalcium kot8dése utidn helikllis szerkezetiivé vélik.‘

I.5.2. A szarkoplazmatikus retikulum lipidjei

Az SR membréan szerkezetének kialakitésdban is
igen fontos a lipidek részvétele. A kialakult szerke-
zetben a fehérje/lipid aridny magasabb mint mds membréi-
nok, pl. a mielin esetében.

Inesi vizsgidlatai szerint a fehérjék a membran
szhraz stlyéanak 54-71 %-4t adjédk /Inesi G. et al.l196k./.

A lipidek az SR membran sziraz stlyanak
22-45 %4t képezik /Martonosi.A. 1964. /.

Meissner és.Fleischer részletesen vizsgdltlk a
nyil hardntcsikolt izom SR-ének lipid Gsszetételét
/G.Meissner, S.Fleischer 1971./.

. A vezikuldk kb, 0,65 mg lipidet tartalmaznak mg
membrinfehérjénként., Az SR membran A4ltalinos tulajdon-
sdga a szarkolemméval Osszehasonlitva, hogy alacsony
a neutrilis lipid tartalma és magasabb a telitetlen

zsirsavak mennyisége /Fiehn W. et al. 1971./.
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A foszfolipidek aridnya 93%, a neutrilis lipi-
deké 7%. A neutralis lipidosszetétel viszonylag
egyszerﬁ. Fé komponensei a trigliceridek a kolesz-
terin és a szabad zsirsavak /60-25-15% stlyra/.

Az SR membrén lipidosszetétele nem Allandd, hanem
vAdltozik a fe jl8dés alatt. A vAltozAs jellegzetes-—
sége, hogy folyamatosan csdkken a neutralis lipid
és foszfolipid tartalom. Igy a fejlédés folyamén
csdkken a totAl foszfolipid/fehérje arany /E,Zubrzycka-
Gaarn, M.G.Sarzala 1980./.
Azt is kimutattédk, hogy bar a foszfolipid tartalom
és Osszetétel az SR membréanban eltérd a fejldédés
korai 4llapotéiban, a lipid kett8s-réteg fluiditésa
meglehetdsen 4llandé.

Meissner és Fleischer eredményei felndtt
nyulak SR membrin lipidosszetételére vonatkoznak
/G.Meissner, S,Fleischer 197i./.
A foszfolipidek koziil a legnagyobb mennyiségben a
foszfatidil-kolin /PC/ van jelen, a total foszfo-
lipidnek mintegy 73%-4t alkotja. A tobbi foszfoli-
pid mér kisebb mennyiségben talilhatd.
A foszfatidil-etanolamin /PE/ 13%-ban, a foszfati-
dil-inozitol /PI/ kb, 8-9%-ban, a fosztatidil-szerin
/PS/ 1-2%-ban. Ugyancsak lipid komponens a szfingomie-
lin /SP/, a kardiolipin és a foszfatidsav is.

A foszfatidsav fontos intermedier a membréin neut-
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rdlis- és foszfolipidjeinek szintézisében, A kolesz-
terin és neutrélis lipidek membranbdél torténd kivo-
nhsa nem befolyésolja az SR Ca~t ATP-&z aktivitésat
/Drabikowski W, et al. 1972,/.

A foszfolipidek jelenléte nélkiilozhetetlen a Ca>.
transzport ATP-4z enzim mikkodéséhez. Mesterséges membri-
nokkal végzett kisérletek?en megAdllapitotték, hogy a
foszfatidil-kolin egyediil elég az ATP-Az aktivités
kivaltasbdhoz /M.Tada et al, 1978., Meissner G.,
Fleischer S. 1972./.

A kalcium transzport maximllis aktivitidsénak kivalta-
sdhoz foszfatidil-etanolamin jelenléte is sziikséges.

A nativ SR membrénban kb, 90 lipidmolekula asz-
szocial6dik minden ATP-4zzal és kb. 30 molekula az,
ami kozvetleniil kapcsolddik ezzel a fehér jével /un.
lipid-gyiirii/. Ebben a lipid gyiirilbben koleszterin nem
taldlhaté /Warren G.B. et al. 1975./. A tobbi lipidmo-
lekula a lipid kett6s-réteg kialakitidsidban vesz részt
/T.R.Hesketh et al. 1976., Scales D., Inesi G. 1976./.
Tobb szerz6 foglalkozott a lipidek SR membrinom beliili
eloszlidséval /Hasselbach W., Migala A. 1975., Hidalgo
C. and Ikemoto N, 1977., Sarzala M.G. and Michaldk M.
1978./.

Megéallapitottak, hogy a foszfatidil-etanolamin - mint

az SR membrénban egyik legnagyobb mennyiségben jelen-

1évd aminofoszfolipid - és a foszfatidil szerin a lipid
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kettgs~-réteg kiilsé felén helyezkedik el, A foszfa-
tidil kolin kb, egyenld ardnyban oszlik el a kettds
réteg kiils8 és belsd felén.

Az alacsony koleszterin tartalom, a zsirsavléncok
telitetlen kdtései arra utalnak, hogy az SR egy

viszonylag fluid membréan.

I.6. A szarkoplazmatikus retikulum sajAtsfAgai a kiilon-

boz6 rosttipusdG izmokban

Az irodalmak nem tesznek éles kiilonbséget a
kiilonb6z6 rosttipusdt izmok SR-ének sajhdtsbgai kozott.
Vizsgdlataink alapjén azonban a kovetkezd néhéany kii-
1lonbség figyelhetd meg a ténusos és tetanikus rostok
SR-je kozott.

1./ A ténusos izomrostok szarkoplazmatikus retikuluma
kevésbé fejlett, mint a tetanikus rostokat tartal-
mazd izmoké.

2./ A tetanikus izomrostok szarkoplazmatikus retiku-
luménak Ca2+ felvevd kapacitidsa magasabb /kb.
5-szbr/, mint a ténusos izomrostoké.

3./ A gyors rostok SR-ének Ca2+—ATP-éz aktivitéasa /kb.
5-szor/ magasabb mint a lassi rostoké.

L4,/ Gyors rostok SR-ében a ca®t_ATP-4z a membrén fe-
hér jéinek 6o0-70%-4t adja, lasst rostokban pedig
ho-50%-4t.



IT. K IS ERLETES RLES Z

Kisérleteinkben Uj-Zélandi, fehér, him nyu-
lak jobb hatsé 14bat nyGjtott Allapotban begipszel-
tiikk 1-2-4 és 6 hétre. Ebben a tartisban a gipszelt
izmok eredeti funkcidjukat nem képesek ellétni, s a
csokkent igénybevétel miatt az izmok atrofizédlnak.

Az atré6fia mértéke kiilonbozd8 a fehér /m. gast-
rocremius/ és a voros /m. soleus/ izomrostokban. Mig
az el8bbi izom esetén a stlycsdkkenés Osszizomra vVo-
natkoztatva 20-30 %-os a kontrollhoz képest, a vords
izomn4l 50-60 %-o0s a stlycsokkenés, TehAt a m. soleus-
ban -~ ténusos izom - az atrdéfia nagyobb mértéki.
/F. Guba et al. 1977./.

A stlycsokkenés a legkife jezettebb az immobili-
zAl4s elsé két hetében mindkét izomtipusnél.

A gipszkotés eltavolitésa utdnr dekapitdltuk a
nyulakat, majd kivéreztettiik., Ezt kovetden kivettiik a
musculus gastrocriemiust és musculus soleust, s azon-
nal hiitottiikk jég kozott. Az Allatok levagésa és az

izmok kivétele kozott kb, 1,5 - 2 perc telt el.
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IT.1., A szarkoplazmatikus retikulum preparélésa

A preparidlésokat 2-3°C-o0s hémérsékleten
végeztiik /G. Meissner, S,Fleischer 1971, mdédosi-
tott mbédszere alapjan/. Amikor a jég ko6zé helye-
zett izmok megfeleld mértékben lehiiltek, mindkét
tipusti izmot megtisztitottuk a kotbszovetes és
egyéb részektdl., Az izmokat olléval tovabb apritot-
tuk. Stlyukat mértik és stilyra szamitott 5 vol,
homogenizalé oldatba helyeztiik.

A homogenizaldst MSE tipusi késes homogenizé-
l6val végeztiik, 2-szer 20 sec-os iddtartamig, 5
sec-o0s sziinettel /a felmelegedés megeldzése miatt/,
a maximdlis fordulatszim felével, ami kb, 8ooo for-
dulat/percnek felel meg.

A homogenizatumot centrifugdltuk 9oo g-n,
lo percig /sejtmag, sejttoreddk eltavolitéisa/ K-2u
tipusd Janetzki hiithetd centrifuga segitségével.

A kapott feliiliszé6t tovidbb centrifugidltuk 9ooco g-n
lo percig /mitokondriumok eltévolitésa/. Az igy
nyert feliildszét 4 réteg, a homogenizélé oldattal
elbre Atitatott gézen sziirtilkk, s a sziirletet
Lho,000 g-n centrifugdltuk 50 percig /Beckman L5-50
tipusu centrifugéban/.

'Az iiledéket reszuszpendaltuk o,3 M szukrdzt és
2,5 mM HEPES-t tartalmazé pH 7,4-es oldatban, Ez volt
a nyers SR frakcié., A prepariléds menete ezen lépésig

megegyezett a gastrocnemius és soleus izmok esetében,



A soleust nem tisztitottuk tovAbb tekintettel
az immobilizAlés utdni kis kiindulési mennyiségekre,

A gastrocnemiusbél ily médon nyert prepariatu-
mot tovabb tisztitottﬁk lineAiris szukréz gradiensen.
A gradiens oldatok 0,25 M és 2 M szukr6ézt tartalmez-
tak, valamint 5 mM HEPES-t és 1 mM EDTA-t /pH 7/.
A gradiens tetejére rétegeztiik a gastrocnemius izom-
b6l kapott nyers SR frakcidt,

2500 g-n 90 percen At tartd centrifugélés
utan /leng8fejes rotor/ két réteg kiiloniilt el a gra-
diensben. Az egyik réteg nem penetridlt a gradiensbe,
ez volt a tisztitott SR frakcibd.

4 nem penetridld részt pipettaval leszivtuk
és tovaibb centrifugiltuk 90 ooo g-n 6o percig /Beckman
L5-50 centrifuga/.

Az iiledéket reszuszpendiltuk 2,5 mM HEPES-t
és 0,25 M szukrézt tartalmazd oldatban /PH 7,4/.
A preparitumot tovabbi vizsgdlatokhoz 2-3 o6ran beliil

felhasznaltuk.

II. 2. Fehér jemeghatldrozas

Fehér jemeghatidrozist végeztiink médositott

Folin médszerrel /Lowry O0.H., 1978./. A fehérjemeg-



hatdrozashoz hasznidlt oldatok és Osszetételiik a

kovetkezd volt:

"A" oldat:
"B" oldat:
"C" oldat:
"D" oldat:

0,2 g natrium-tartarit, lo g nAtrium-
karbonat oldva 55 ml 1 N nAtrium-hid-
roxidban, majd desztillélt vizzel

loo ml-re toltve,

2 g natrium-tartarat, 1 g CuSOu-5H2O
oldva 90 ml desztillédlt vizben, majd

hozzédadva lo ml 1 N nAtrium-hidroxid.

Folin-reagens és desztillélt viz 1:2
ardnyu elegye, mely mérés eldtt fris-

sen késziil.

5 g nAtrium-dodecilszulfat /SDS/ 90 ml
0,5 N natrium-hidroxidban oldva 60° C-on
lassti keverés mellett, majd lehiitve szo-
bahOmérsékletre loo ml-re toltve 0,5 N

natrium-hidroxiddal.

A mérés kivitelezése

Minta:

mérend8 fehérje /ul/ + deszt.viz 200 ul
"D" oldat Loo ul
2N nétrium-hidroxid Loo ul

"A" oldat 720 ul
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0sszeridzva, 30’ inkubAlés 28°C-0s viz-
fiirddn
"B" oldat 8o ul
0sszerazva, 20’ inkubélés 28°C-0s viz-
fiirdén
"C" oldat 2x120 ul
Osszerdzva, 30’ inkubdlés 28°C-o0s viz-
firddn
Fotometrilds: 750 nm-en
Kontroll minta: desztilldlt viz 200 ul
a tobbi reagens és az Osszemérés sor-
rend je megegyezett a mintédnAl leirtakkal,
A fehérjetartalmat marha szérum albuminnal, ugyanezen
kisérleti koriilmények kozott készitett kalibricids
gorbér8l olvastuk le.
A komtroll és immobiliz&lt izmokbél nyert SR
preparatumok " jésidgat" kiilonbozd biokémia vizsgila-
tokkal és elektronmikroszkdépos vizsgadlattal eller-~

- briztik.

IT. 3. Az SR prepardtumok tisztasdgidnak ellendrzése

Az SR prepardtumaink mis membrantdredékekkel

/szarkolemma, mitokondrium/, miofibrilléris fehér-



jékkel vald "szennyezettségét" elektronmikroszko-

pos és biokémiai vizsgilatokkal ellendriztiik.

IT.3.1. Elektronmikroszkdépos vizsghlatok

A mintékat negativ festési eljiréassal
prepardltuk szenezett és ionbombAzott formvar
hartyadra. A fixdlas 2%-os glutéraldehiddel, a

festés 2%-os uranilacetiattal tortént.

IT.3.2. SzarkolemmdAlis marker enzimek vizsgilata

A Na'+ KT—ATP-4z aktivitast kdzvetett dGton
hatdroztuk meg /Matsui and Schwartz 1966./.
Mértikk a . Na*+ K* + Mg®*—ionok aktivélta ATP-4z

2+—ATP—éZ/, ma jd ugyanilyen

aktivitast /Nat+K™+ Mg
feltételek mellett a ouabainnal /Strophantin G/
vald gitolhatdsidg mértékét.

A ouabain a Na'+ K- ATP-4z miikodését specifiku-

san gatolja. A ouabain jelenlétében mért aktivitas

elvileg megegyezik a csak Mg2+ jelenlétében mért

2+

ATP-4z aktivitédssal, Mértiik a szarkolemma Mg~ -
T S . + + 2+
ATP-A4z aktivitasat is, A Na + K + Mg~ —-ATP-4z

enzimaktivitis értékek és g ouabainnal géatolt

# 7 N
/ 7k N
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ATP-4z aktivitas értékek kiilonbsége adja a Na-K-

ATP-Az enzimaktivitis értékét.

1./ A Na® + K¥ + Mg2+— ATP-Az aktivitds méréséhexz

haszndlt reakcidkeverék Osszetétele

50 mM-0os Trisz-ben oldva: L mM Mg012
Joo mM NaCl
lo mM KC1

2 mM EDTA-sav pH 7,4

A mérés kivitelezése

1 ml fenti reakcidkeverék
0,3 ml deszt,viz + fehérje /o,050-0,1l00 mg/
3’ elbinkubilis 37°C—on, ma jd a

reakcidé inditésa

o,4 ml. 20 wM-os Trisz-ATP hozzAadaséival
lo’ inkub&lés 37°C-on, majd a

reakcid ledllitésa

2 ml 1lo% TCA /trikldérecetsav/ hozzladisaval,

sziirés redfs szirén

A sziirletb8l az enzim altal lehasitott anorgani-

kus foszfatot hatiroztuk meg. /Eibl, H., 1969./

J



Minta oOsszetétele:

S
»n
R

sziirlet

desztillidlt viz

4
°
B

0,375%—05 Triton X-~loo

o
N
B

0,6 ml 2,5%-0s kénsavas ammdé4nium

molibdat

jél osszerédzva, fotometralds 3o per-

cen beliil 660 nm-en.

A tovaibbi enzimaktivitids méréseknél alkalma-
zott anorganikus foszfat meghatirozisi mdéd-

szer mindig megegyezett az eldbb leirtakkal,

A 2,5%-0s kénsavas amménium molibdAt oldat

Osszetétele:

12,5 g /NHh/2MoOh-hH20 oldva hiités kozben
80,1 ml konc, HQSOu—ban, ma jd 500 ml-re

toltve hiitott desztillilt vizzel.



2./ A ouabainnal vald gAtolhatbsig mérése
2

1 ml Na*+ K* + Mg~ —ATP-4zhoz valdé reakcidkeve-
rék

0,3 ml deszt.viz + fehérje /o,050-0,lo00 mg/

3

0,2 m1 lo - M-os ouabain

3’ elbinkub4lés 37OC-on,
tovibbiakban a mérés megegyezett a Na¥+ K+

2 3 ’ P4
Mg T _ATP-4z aktivitas mérésénél alkalmazott mbédszer-
rel az anorganikus foszfit meghatirozlsidra vonat-
kozban is.

+

3. A Mg2 + ATP-4z aktivitids méréséhez hasznilt reak-

cidkeverék Oscszetétele:

50 mM-os Trisz-ben oldva: 2 mM EDTA-csav

4 mM MgCl PH 7,4

2

A méfés kivitelezése

1 ml fenti reakcibkeverékhez ugyanabban a sor-

rendben ug&anazokat a komponenseket hozziadjuk,

2+

mint a Na'+ K' + Mg~ —ATP-4z aktivitids mérésnél.

Kontroll minték

az egyes reakcidkeverékek ATP-t ill. fehérjét nem
tartalmazé szirleteibdl anorganikus foszf4tot

hatidrozturnk meg,
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1I.3.3. Mitokondridlis szennyezettség ellend8rzése

Vizsgdlataink soran nem mértiink kozvetleniil
mitokondriidlis marker enzimaktivitisokat. Méréseink
sordn a nAtrium-azid /NaN3/ azon sajatsidgit hasznil-
tuk fel, hogy gitolja a mitokondridlis Ca2+—ATP—éz

2+

miikodését, de nem befolyadsolja az SR Ca  -ATP-4-

zdnak aktivitasat /A.M.Katz, 1970/.

Ca®¥_ATP-4z aktivitést mértik Ca>%, majd Ca<‘t+
NaN3, valamint EGTA+NaN3 jelenlétében, A Ca2+ jelen-
1létében mért ATP-A4z aktivitids értékébdl levonva a
Ca2++NaN3 jelenlétében mért ATP-4z aktivitads értékét,

2+—ATP-éz aktivitast.

megkaptuk a mitokondridlis Ca
Mivel a NaN3 gatol ja a mitokondridlis Ca2+—ATP-ézt
/azid-szenzitiv ATP-4z/ a kapott kiilonbség arra
adott felvilidgositast, hogy az SR preparitumunk
mennyire volt szennyezett mitokondriilis membrin-
toredékekkel.

A Ca®* 4+ NaN,, valamint az EGTA+NaN, jelenlétében

3’
mért ATP-4z aktivités kiilonbsége az SR sajat ca?*-

ATP-4z aktivitidsat adta /azid inszenzitiv Ca2+-ATP—éz/.

Az enzimaktivitids mérésekhez hasznilt reakcidkeve-

rékek Osszetétele:

I. o,1 mM CaCl
0,12 M NaCl

19 wM hisztidin
5 mM NaN pH 7

2

3
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ITI. 1,0 mM EGTA
0,12 M NaCl
19 mM hisztidin

5 mM NaN3 pH 7

IIT. o,1 mM caCl,
0,2 . M NaCl

19 mM hisztidin pH 7

A mérés kivitelezése

1-1 wl az I., II.,, III. reakcidkeverékbdl
0,6 ml deszt,viz + fehérje /o,060-0,1l00 mg/
3’ eld8inkubilés 37°C—on, ma jd a

reakcid inditésa

o,4 ml 20 mM-os ATP hozzhaddsaval
lo’ inkubAlas 37°C-on, majd

a reakcidé ledllitésa

2 ml lo%-os TCA hozzédaddséval

sziirés red8s sziir6n, hiités jég kozott

A sziirletbdl anorganikus foszfAttartalmat ha-

tdroztunk meg,

Kontroll mintak

az egyes reakcidkeverédkek ATP-t ill. fehérjét
nem tartalmazd sziirleteib6l anorganikus fosz-

fdtot hatiroztunk meg.



A foszfortartalmat minden esetben 1owu M NaHzPOh—tal
készitett kalibracids gorbérdl olvastuk le., A spe-
cifikus aktivitasokat a kovetkezd Osszefiiggés alap-

jan szémoltuk:

4 - bssz Py ) JMP; /e
P atom- . inkub&l4- , bemért /mg/ fehérje/
saly si 1d8 fehérje perc

II.4., Az SR funkcid jdnak biokémiai vizsgalata

IT.4.1, Ca-U5 felvétel

Az SR vezikuldk Ca-felvevd képességét izotdpos,
membrénsziiréses technikival ellendriztiik /G.Meiscsner
and S,Fleischer 1971/.

Ezekb86l a vizsgélatokbdl arra kaptunk valaszt,
hogy az SR Ca2+—ATP—éz enzime milyen mértékben képes
a kOzegbdl felvenni a jelzett Ca2+-ionokat, s a fel-
vett Cazf—ionokat a vezikulak mennyire képesek meg-

tartani.

A méréshez hasznialt reakcidkeverdk Osszetétele

0,1 M KC1

5 mM Mg012



0,1 mM Ca-45 /“50a012/
5 mM IK-oxaldat

lo mM hisztidin pH 7,3

A bemért fehér jemennyiség o,060-0,100 mg volt.

A reakcidét 5 mM ATP hozzhadidsidval inditottuk, .

a mérés 2300—on.t6rtént, 6 perc idb6tartamig.

A reakcidét a kozeg millipor membrénon vald atsziiré-
sével 4llitottuk le /SYNPOR Membranfilter, 25 mm §,
Lo X, Chemapol Praha/,

A sziirletekben a vezikuldk Altal meg nem kotott Ca-U45
rddidaktivitasat mértikk, szcintillAcibés médszerrel,

a kovetkez6 médon:

0,2 ml szirlet

L ml koktél

by ml absz.alkohol szcintillaciéds
kﬁvettébap.ﬁsszemérve. A rAdioaktivitast egy perc
id6tartamig mértiik Packard szcintillécids szadmlé-

léban,

A koktél Oosszetétele

6o g naftalin
L,2 g 2,5-difeniloxazol /PP0O/
180 g 1-4 bis-/2-/-5-feniloxazoil
benzin /POPOP/
70 ml desztillédlt viz

900 ml dioxén vagy .toluol
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A kontroll mintédk fehérjét nem tartalmaztak.

IT.4.2. Az SR marker enzimeinek vizsgilata

Az SR-ben a legnagyobb mélsilya integrans
fehérje a Ca-pumpa fehérje, mely a Ca2+—ionokat
transzportil ja. A transzport energiaigényes, ATP
felhasznidlisaval megy végbe.

A Ca2+-transzport ATP-4z aktivitis kozvetleniil:
nem mérhetd, biokémiai vizsgdlatokban a mérés koz-
vetett Gton torténik /M,G,Sarzala et al. 1975./.
Mérhetd egy Ossz /Ca2++ Mg2+/-ATP—éz aktivitéas,

a2+ és Mg2+—ionok jelenlétében,

C
2+ . 2+ . . ,
Mg~ " -ionok jelenlétében, Ca” -ionok hianyaban egy
alap /Mg2+/—ATP—éz aktivitds mérhetd,
. e 2+ 2+ ..
A két aktivitds, a Ca + Mg“~ "-dependens /ossz-
’ 2+ 24+
ATP~-4z/ és a Ca ~-independens, Mg ' ~dependens
/alap ATP-Az/ aktivitas szamtani kiilonbsége adja

az extra /Ca272 ATP-4z aktivitas értékét,

AZ O0ssz-ATP-4z aktivitids méréséhez hasznilt reak-

77

cidkeverék Osszetétele a koévetkezd /F.A. Sréter,

1975/

o,1 M KC1
Jo mM hisztidin

5 mM Mg012
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5 mM KX-oxalat
o,5mM EGTA

o,45 mM CaCl, pH 7,2

A mérés kivitelezése

1 ml fenti reakcibkeverék
0,6 ml deszt.,viz + fehérje /o,060-0,100 mg/
3’ el8inkubalés 37° C-on, majd

a reakcid inditéisa

o,4 ml 20 mM-os ATP hozziadisival
57 inkub4alas 37°C-on, majd

a reakcid ledllitéisa

2 ml lo%-os TCA hozziadisaval,

szirés redds sziirén, hiités jég kozott

A szilirletbd8l az enzim adltal lehasitott

anorganikus foszfdtot hatdroztuk meg.
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Az alap /Mg/ ATP-Az aktivitids méréséhez hasznilt

reakcidkeverdédk 6sszetétele

0,1 M KC1
lo mM hisztidin

5 mM Mg012

5 mM K-oxaléat

0,5 mM EGTA pH 7,2

A mérés kivitelezése

1 ml fenti reakcidkeveréket hasznilva a
kisérleti koriilmények megegyeztek az Ossz-

ATP-4zn4l leirtakkal.

A sziirletb8l anorganikus foszfatot hatidroz-

tunk meg.

Kontroll mintak

az egyes reakcidkeverékek ATP-t ill., fehérjét
nem tartalmazdé szirleteibdl anorganikus fosz-

fadtot hatidroztunk meg.
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II.5. Az SR preparadtumok fehérjéinek gélelektrofo-

retikus vizsgalata

A kontroll és immobiliz4lt izmokbdl prepsralt
SR vezikulék fehérjedsszetételét poliakrilamid gél-
elektroforézissal /PAGE/ vizsgidltuk /Weber et al.
1969./.
A fehérjéket 7,5%-os akrilamid gélen vAlasztottuk

szét, foszfAt pufferban.

A gél osszetétele

18 ml 50%-0s akrilsmid oldat
6o wl foszfat torzspuffer
6 ml 15%-cs ammonium-peroxi-diszulfat
0,24 ml TEMED /tetrametil-etiléndiamin/

36 ml desztillilt vigz

50%4-0cs akrilamid oldat

50 g akrilamid
1,33 g bis-akrilamid

loo ml vizberr enyhe melegités kdzben oldva

Foszfat torzspuffer osszetétele

92,1 g NaHZPOu-2H20
61,65 g Na2HP04°12H20
2 g SDS

looo ml wvizben oldva pH 7
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Elektrédpuffer Osszetétele

kétszeresre higitott foszfat torzs-

puffer

A fehérjemintdkat futtatids eldtt 5 percen 4t in-
kubdltuk forrésban 1évs vizfiirddén, a kovetkezd Osz-

szetételii oldatban:

0,5 ml foszfidt torzspuffer
lo ml deszt.,viz
1 g SDS

0,2 ml B-merkaptoetanol

lo mg brémfenolkék- jelzbfesték
20 ml-re kiegészitve glicerinnel

A fehérjemintdt a szolubilizéld oldattal 1:3 tér-
fogatardnyban elegyitettiik.,

A géllapok mérete: 3 mm x 26 cm x 14 cm

Az egyes pélyékra felvitt fehérjemennyiség loo ug
volt, Az elektroforezist 4oo mA Aramerésségen in-
ditottuk, lo perc utan, mely id8 alatt a fehérje
bekoncentrilécott, mejd az Aramerdsséget 420 mA-re
emeltik.,

Az elektroforézist akkor Allitottuk le, amikor a
jelzéfesték lo cm-re behatolt a gélbe,Elektroforezis

utidn a géllapokat fixdltuk egy 6rin At.

N
\



A fix4dldé oldat Osszetétele

227 ml metanol
47 ml konc. ecetsav

226 ml deszt., viz

Fixdlas utidn a géleket festettiik két édran A4t o0,05%-0s

Coomassie kék oldatban.

Az oldat Osszetétele

227 ml metanol

47 ml konc. ecetsav

226 ml deszt.viz

osszeontés utin 0,25 g Coomassie B fes-

ték oldva

Festés sorédn a festékanyag irreverzibilisen kot8dik
a fehérjékhez, a gél A4ltal megkdtott festék pedig

kimoshatd,

A mosbd oldat Osszetétele

50 ml metanol
75 ml konc, ecetsav

875 ml deszt.viz

A gélben a fehér jemegoszlast Kipp and Zonen denzi-

tométerrel értékeltiik, sirga szinszirdvel,
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1. Abra
Ny4l harédntcsikolt izom SR-jének gélelektroforetikuis

képe /D.H.MacLennon, P.C.Holland 1975./

II. 6. Az SR prepardtumok lipid Osszetételérek vizsgéi-

lata

II. 6.1, Lipidek extrahdlésa

Az SR preparatumzink lipidtartalmét J. Folch
és J.T.Dodge szerint extrahdltuk /J.Folch 1957., J.T.
Dodge 1963./.
Az SR membradn szuszpenzidt 6tszoros térfogat metanollal
majd ezt kovetden kloroformmal extrahiltuk, héromszor
egymést kovetben. Az Osszegyliitott extraktumokat BSOC-cn

vAkuum alatt bepédroltuk. A kozel szlrazra parolt anyagot



Ujra extrahiltuk kloroform-metanol /2:1/ elegyében,
majd o,75 vol. 0,1 N KCl-ot adtunk a rendszerhez,
Hiitve, egy éjszakidn At a fizisok joél elkiiloniil-
tek., Az alsé, kloroformos fézis tartalmazta a
lipideket.

Az extraktumbdl koleszterin- és foszfolipidtartal-

mat hatdroztunk meg.

II. 6.2. Koleszterintartalom meghatirozisa

A meghatdrozist Churcaine és Zlatkis mddszere
alapjan végeztiik /Churcaine A.,J., et al. 1959., Zlatkis

A.Ba et a.l. 19630/¢

A mérések kivitelezése

Minta osszetdétele

0,5 ml /1lipid kivonat + konc, ecetsav/
6 ml konc, ecetsav, jél Osszekever jiik,
4  ml higitott color reagens, ismét jb61

Osszekeverjik és hiilni hagyjuk.

Fotometrilis lo perc utan 550 nm-en,

Kontroll minta

0,5 ml konc, ecetsav lipid kivonat nélkiil
A mérés tovAbbi menete megyezik a mintanal

leirt kisérleti feltételekkel.



A méréshez hasznilt reagensek Osszetétele a kovetkezd

Ferri-klorid torzsoldat

2,5 g FeCl, - 6H20 oldva 85%-o0s H3P0h-ban

3
loo ml végtérfogatban

Color reagens

L ml ferri-klorid torzsoldat 50 ml-re

higitva konc, HZSOM—Val.

I1.6.3. A foszfolipidek frakcionélésa

A foszfolipideket kétdimenzids vékonyréteg-
kromatografids technikival vailasztottuk szét, szi-
likagél lapokon /Merck DC Fertigplatten, Kieselgel
60/ Rouser metodikédja alapjan /Rouser et al. 1966./.
A vékonyréteg lapokat futtatds eldtt £E16T&t akti-
valtuk 120°C-on.

A futtatandbé mintdkat az elsd dimenzidnak megfeleld
jobb als6é sarokba csoppentettiik részletenként, A4l1-
landé sziritas kozben Ggy, hogy a startponton a folt

Atmérd je 0,3-0,4 cm-nél ne legyen nagyobb.

A futtatd elegyek Osszetédtele

1. dimenzibd

kloroform : metanol : 28%-os ammdénium hidroxid

65 : 25 : 5 /v/v/v/



2, dimenzid

kloroform : aceton : metanol: ecetsav : viz

30 : Lo : lo : lo : 5 VATATAZATA A

A futtatdkadakba 200 ml-nyi futtatd elegyet tet-
tink, A kAdakat sziirSpapirral béleltiikk a kad tel jes
magassidgidban az egyenletes futtatdelegy-gdz telitett-
ség biztositidsa miatt. A futtatéas konstané, 30°¢C
hd8mérsékleten tortént.

Az 1. dimenzidéban torténdé futtatéds utidn a lapokat
megszaritottuk 30°C—on, ma jd a lapok 9oo—os elfor-
gatdsidval a szétvAlasztist a 2.dimenzibéban folytat-
tuk.

Futtatids utdn a lapokat sziritottuk és lefujtuk
50%-0s kénsavval egyenletesen ugy, hogy a szilika-
g6l réteg Atnedvesedjen.

Ezt kovetden a lapokat 180°C-on mineralizialtuk,

A foszfolipidek fekete foltok alakjidban jelentek meg.
A foltokat lekapartuk, meghatiroztuk foszfolipid tar-

talmukat,

I1.6.3.1. A foszfolipidek meghatirozésa

A foszfolipideket Kahovcova mbédszere

alapjan hatiroztuk meg /J.Kahovcova and R. Odavic

1969./.



- 53 -

4 ml desztilldlt viz + a lekapart folt

1 ml Hahn-Luckhaus reagens, joél Ossze-
kever jiik
lo percig forraljuk vizfirddn, ma jd
hiit jiik
centrifugil juk 2500 g-n lo percen at

A feliilliszd fotometrildsa 700 nm-en,

Anyag kontroll minta

A vékonyréteglap kiilonb6z8 helyeirdl kﬁlénbﬁzﬁ
teriileti foltokat kapartunk le, s ugyanugy ke-

zel jik, mint a minta esetében,

Kontroll minta

lekapart foltot nem tartalmazdé, a mintival azo-

nos osszetételii oldat.

A kalibricidés gorbérdl leolvasott és szamitott
mg P értéket megszorozva az irodalombdél Atvett fak-
torral /f = 22,5/, a foszfolipid tartalmat kaptuk
meg mg-ban kifejezve, A kalibricidés gorbét NaHzPoh

oldattal vettiik fel,

ITI.7. SzArazanyagtartalom meghatirozisa

Az SR preparédtumok szirazanyagtartalmit egy
Altalunk kifejlesztett médszerrel hatiroztuk meg.
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Gondosan megtisztitott, szerves oldbészerrel zsir-
talanitott fed8lemezeket hArtyAsitottunk az elektron-
mikroszképos metodikaknél is alkalmazott 1%-os Form-
var oldattal, |

Az igy elkészitett fed8lemezeket ionbombAztuk, mely
el8segitette a fehérjék jobb tapadidsat a feliileten,
Az SR preparatumokbdél 25 nl-es térfogatokat csop-
pentettiink a lemezekre, majd szlritészekrényben,
115OC-on beszAritottuk., A besziradt mintik sbétar-
talmidt kétszer desztillalt vizzel kimostuk Ggy, hogy
a fedSlemezeket egyenként bemdrtogattuk a desztillilt
vizbe., A mintékat ezutin sulydllanddésigig szaritottuk
és stlyukat mértik,

A mintédk sGlyAt hat tizedesjegy pontossiggal mértiik,

zart légterii, Sartorius analitikai mérlegen.

A kisérleteink sorin kapott eredményeket a

kovetkezd fejezet taglal ja.



IIT. EREDMENYEK

A kisérletes részben részletesen ismertettiik
az SR membrAn prepardlési metodikAjat, valamint azt,
hogy ellendriztiik a kapott membrinrendszer tisztasigat,
Az 1, és 2, sz. elektronmikroszkdépos felvétel
a normédl m. gastrocnemius és m., soleus SR preparitu-

mainak negativ festési el jaridssal késziilt képét mutatja.

1. sz. felvétel

M. gastrocnemiusbdél preparidlt SR vezikuldk negativ
festéssel készililt elektronmikroszkdépos felvétele

Nagyitéas: 88 ooo x
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2, sz, felvétel

M. soleusbdbél prepardlt SR vezikuldk negativ festéssel
késziilt elektronmikroszkdépos felvétele

Nagyitas: 88 ooo x

A felvételeken lezart SR vezikuldk ladthatdék, A prepa-
rdtumok kot8szoveti és strukturfehédrje szennyezbdés-—

t01l mentesek,

A szarkolemmélis ATP-4z enzimaktivitis vizsga-

lataink szerint /Na+— ¥ ATP-4z/ az SR preparatu-
mok szarkolemma membrin toredékeket nem tartalmaz-

tak,
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Kisérleti eredményeinkbdl megéillapithat-
Jjuk, hogy a m, gastrocnemius SR prepariatumai

mitokondridlis szennyezettséget nem tartal-

maztak.,

Ezzel szemben a m. soleus SR preparitu-

mai tartalmaztak mitokondriilis szennyezettséget,

Feltételezésiink szerint, ennek oka az léhet,
hogy a m. soleusbdél preparalt SR frakcidkat
szukréz gradiensen nem tisztitottuk. A mito-
kondridlis szennyezettség mennyisége az immobi-
1iz4las eldrehaladtaval csokkent a kontrollhoz ké-
pest. az egyes preparidtumokban /pl. 2 hetes ke-
zelés hatdsédra 50%-kal/ a mitokondridlis ATP-az
enzimaktivitds értékek alapjhn. Csokkent a
mitokondridlis membrénokra jellemz® kardio-
lipin mennyisége is.

A csokkenés oka lehet az is, hogy az elektron-
mikroszképos vizsgldlatok mitokondrium kéro-
sodast ill. mitokondrium szim csSkkenést

mitattak immobilizAcid hatisira.

Az SR funkcid jhnak biokémiai vizsgilata
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sorédn kapott eredmények a kiovetkezdk.

A m. gastrocnemiusbél preparidlt SR Ca-45 fel-

vételének értékei maximum gdrbe szerint vAltoz-

tak.
enoblizles ool | vt | 2net | ahet | 6 het
MMCa/mg protein
. 1,00 2001 193 *oor | 313 %002 | 103 Zoo2 | 0905 *a3
II. 113 *o02 189 002 | 363 tan 0977 *a02 | 0,754 2002
[} 126 *o01 | 167 oot | 331 Zom2 | 105 =002 | (878 o0
1l. sz. téibléazat

A m, gastrocnemius SR vezikuldk Ca-45 felvétel ér-

tékei immobilizAcid hatéiséra

A Ca-45 felvétel émékei a legmagasabbak két
hetes immobilizAléds utédn. A kontrollhoz viszo-
nyitva 3x-os az emelkedés. Hosszabb kezelés hati-
sdra /4 hét/ az értékek csokkennek ill. hat hetes
kezelés utédn megkozelitik a kontroll értékeket

/P <:o,o5 a kontroll értékhez viszonyitva/.
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A m. soleusbdl prepardlt SR vezikulék

Ca-45 felvételdnek értékei szintén maximum

gorbe szerint vAltoztak.

Ioenabiizdies) ool 1 het 2 hét Lhét 6 het
/uMCc.ymg protein
I 0135%002 | 0340 %002 | 069500 | 0477%002 | 0100 200
Il 0203%002 | 0290*00 | 0640%002 | 04132001 | 0095 *00!
Il 0169%001 | 0322002 | 0580 *002 | 04302002 | 0106 200!
2.sz. tadblézat
A m. soleus SR vezikulédk Ca-45 felvétel értékei

immobilizAcidé hatisira

Két hetes immobilizAcibé utédn 5x magasabbak
a kontroll értékeknédl. Hosszabb kezeléds hatdsa-
ra az értékek csokkemnek /4 hét/, mig hat hét
utédn kisebbek a kontroll értékekndl /p < 0,05

a kontroll értékhez viszonyitva/.
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A m, gastrocnemiusbél prepardlt SR vezikuldk Caz+—

/extra/ ATP-4z értékei maximum gorbe szerint val-

toztak,
Immobilizalas Total (Cat- Mgz Alap (Mg?*) Extra (Ca?*)
idotartama /JMPi/mg protein7 perc MMP-/mg proten/perc Pi/mg protein/perc
l. 3,38 taos 128 1002 210 2007
kontroll Il. 366 2004 140 %002 226 *oo
1] 396 *004 146 003 250 *003
l. 421 *og6 130 *o007 291 *006
1 hét Il 4,45 2007 127 *o09 318 2005
Il 403 tor 124 *oos 279 *a0s
| 612 *o08 162 *opu 450 *oo7
2 het Il 6,25 *005 163 1006 4,62 *00.
I, 6,30 *00¢ 154 *005 476 *005
I; 4,59 *a0s 149 #003 310 *003
L het Il 413 *ooc 146 *o03 266 002
Il 450 *00s 186 *oo: 264 05
l. 350 *o00s 0681 *ao7 282 *o00s
6 hét I 330 *009 0775 *ox 253 2006
. - 371 *o08— - 0952 *o00s 2,76 %005

3.sz. téblézat
A m. gastrocnemiusbdél prepardlt SR vezikuldk ATP-4z

enzimaktivitéds értékei

A Ca.2+/9xtra./ ATP-4z aktivitds értékek a legmagas-
sabbak a két hetes immobilizAlAs utdn, 2x-re emel-
kedtek a kontroll értékekhez viszonyitva. Hosszan-
tartd kezelés hatdshra az aktivitds értékek csokken-—
nek /4nét/, majd megkdzelitik a kontroll értékeket

/P <o 05 a kontroll értékhez viszonyitva/.

2+

A Ca " /6ssz/-ATP-4z aktivit4s értékek vAl-

tozdsa hasonld tendenciit mutat.

A Mg2+ /alap/-ATP-4z enzimaktivitis értékek vAltozéh-

sa nem ilyen kifejezett,



AT o ey

2+
A m., soleusbdél preparalt SR vezikuldk Ca- /extra/-

ATP-4z értékei szintén maximum gorbe szerint valtoz-

tak.:
I[mmobilizalas Total (Ca®+Mg?*)  |Alap(Mg?*) ExtraCa?*)

idétartama AMPi /mg protein/perc MMPi/ mg protein/perc A.M’ilmlg protein/ perc

I 0799 *o0s 0567 *009 0232 *003

kontroll Il 106 *o09 0652 *aos 0405 2002

Iil. 0935 *002 0540 *002 0395 *002

l. 162 *o00s 0914 *009 0506 *004

1 hét Il 181 *ou 134 *oo 0470 002

ll. 142 * 0o 0730 *002 0690 *0ps

l. 350 %003 254 *qps 0960 *00s

2 het Il 338 *om 220 o0 18 *om

Il 3,44 006 2,43 %008 102 %008
I. 2,49 o8 2,07 o012 0420 001

4 het Il 2,85 %010 248 *on 0370 2004

Il 2,72 *006 207 *om 0550 *aos

N l 229 *ops 1,86 200 0435 %002
Gayel L 129 *o 105 *as 0237 ton

L, sz. téhbléazat

A m, soleusbd6l preparilt SR vezikuldk ATP-4z enzim-

aktivitis értékei

2 4 , P
AliGa +/extra./ ATP-A4z enzimaktivitéds értékek legma-

gasabbak két hét immobilizAléds utén, 3-Ux magasab-
bak mint a kontroll értékek. Hosszantartd kezelés ha-
tdséra /4-6 hét/ az értékek a kontrollhoz tartanak

/p < 0,05 a kentroll értékhex viszonyitva/.

A Ca2+— Mg2+—/6ssz/—ATP-—éz aktivitéds értékek valto-

zhdsa is hasonldé tendencidt mutat. Négy és hat hét
immobilizAléds utédn ezek az értékek csokkenek, de nem

érik el a kontroll értékeket.

A Mg®* /alap/—ATP-4z aktivitds értékek szintén két hét

immobilizélAds utdn a legmagasabbak. 4-5x magasabbak
a kontroll értékeknél. Ezutén az aktivitas értékek

csokkennek, de nem érik el a kontroll értékeket hat



hét immobilizéléas utan.
A normél és immobilizélt izmokbbél preparialt SR vezi-

kulék fehér jeosszetételét 7,5%—05 SDS gélelektro-

forézissel ~izsgdltuk. A fehérjedsszetételt a 2. és
3. sz. &4bra szemlélteti.

m. Gastrocnemius Mex10°

—-105000

—55000
—45000

—30000

0 1 2 4 6 hét

2. 57 abra
Norm4dl és immobilizAlt m. gastrocnemiusbdl preparalt

SR vezikuldk fehérjeosszetétele

m.Soleus Ms x10~

m

e
{ ¥t

H W -
o =

au . ‘d | —30000
[ N

01 2 4 6 hét

—105000

3.sz. Aabra
Normdl és immobilizélt m. soleusbdl preparialt SR vezi-

kuldk fehérjeosszetétele
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Az Abrédkon lathatd, hogy immobilizéAl&s hatésé-
ra a vezikuldk fehérjedsszetételében minbségi valto-
zAs nem kovetkezett be a kontrollhoz viszonyitva. Az
egyes fehérjecstcsok relativ megoszlAsdban azonban
valtozés tortént.

Immobilizalds iddtartama
kontroll 1 heét 2 hét 4 hét 6 hét
molsuly
105000 36 L8 46 46 45
55000 19 18 20 20 18
45000 32 23 22 23 23
30000 13 n 12 n 14
5. sz. téAblazat

M. gastrocne miusbél preparilt SR vezikuldk fehérjedssze-

tételének /4 f8 csticsra szimolt/ relativ megoszlésa

Immobilizalds idétartama
kontroll 1 hét 2 hét 4 hét 6 hét
molsuly
105000 40 54 53 52 53
55000 21 20 24 22 21
45000 39 26 25 26 26

6. sz. tAblazat

M. gastrocnemiusb6l Preparédlt SR vezikulédk fehérjessz-

szetételének /3 f6 cstcsra szédmolt/ relativ megoszléasa
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A relativ fehérje megoszlidst az irodalombdl ismert
négy ill. hArom f8 . fehér jecsiicsra vonatkoztattuk.

Ezek a kovetkezd8k: lo5 ooo daltonos ATP-4z
fehérje, az 55 ooo és 45 ooo daltonos Ca kot8 fe-
hérjék és a 30 ooo daltonos fehérje,

A m, gastrocnemius SR mem brdn esetén a rela-
tiv fehér jemegoszlast négy f6 fehérjecsticsra sza-
molva a kovetkezd eredményeket kaptuk, A C;ﬁATP—éz
/105 ooo dalton/ fehérje relativ mennyisége egy
hét immobilizél4s utén megnévekszik a kontrollhoz
képest, majd hosszan tartd kezelés hatdsira is
alig valtozik. Ezzel szemben csdkken a Ca2+
kotésben fontos szerepet jatszd 45 ooo daltonos
calsequestrin relativ mennyisége.

A hArom f6 cstcsra szamolt relativ fehérje-
megoszlis jellege megegyezik a fentiekkel.

A 7. és 8, sz. tdblAzat a m. soleusbdél pre-
pardlt SR vezikuldk fehérjebsszetételének relativ
megoszlidsat szemlélteti. A négy ill. hérom £8 fehér-
jecstcsra szamolt relativ fehér jemegoszlAs alapjan

a Ca.2+

- ATP-4z fehérje relativ mennyisége novek-
szik a két hetes immobiliz4lAs id&tartamiig,
hosszan tarté kezelés hatidséra /L4-6 hét/ kozel
konstans marad. A 45 ooo daltonos calsequestrin

relativ mennyisége harom ill. négy 6 cstcsra

szdmolva pedig csodkken.



Immobili tama
kontroll 1 het 2 hét 4 het 6 hét
molsuly
105000 16 20 36 34 34
55000 14 n 17 17 7
45000 39 43 28 30 31
30000 31 26 9 9 B
7. sz, tédblazat

M. soleusbdél preparidlt SR vezikulék fehér jeosszeté-

telének /négy f8 cstcsra szAmolt/ relativ megoszlasa

Immobilizalas idétartama

kontroll 1 hét 2 hét 4 hét 6 hét
molsuly
105000 23 28 40 33 39
55000 20 14 21 25 23
45000 57 58 39 40 38
8. sz . téablAzat

M. soleusbdl preparidlt SR vezikuldk fehér jeosszeté-

telének /hhrom £6 cstesra szémdﬂ/ relativ megoszlésa




A lipid extraktumbdél az egyes foszfolipideket két-

dimenzibés vékonyréteg-kromatografiédval hatidroztuk
meg.

Mindkét izom SR membrin rendszerének lipidjei
mind mennyiségben, mind min8ségben a nem hasznilat
kovetkeztében megvdltoztak. A vAltozAsok a két
funkciondlisan kiilonb6z8 izomban nem teljesen
azonosak.

A vAltozAsok id8beli lefutédsa Altaléban

maximum ill. minimum gorbével jellemezhetOk.

Ipopllizalas Lipid(%) | Fehérje(%s) [Foszfolipid (%)
L[ 30 70 29
kontroll Il 32 68 28
m| 33 67 2
Ll 3 64 28
1 hét Ll 3s 65 28
I 66 29
L[ s 48 29
2 het 1| so 50 30
n 8 52 3
| ss 45 23
L het 1| sa 46 3
w  s3 47 23
| a7 53 17
6 hét | 45 55 16
m 46 54 17

9. sz. téblazat

M. gastrocnemius SR-jének szirazanyag tartalomra vo-
natkoztatott lipid, fehérje és foszfolipid %-os meg-

oszlésa



Ipmobilizgids Lipid (%) | Fenerje(%s)  |Foszfolipid (%)
L[ 60 40 20
kontroll Il S8 L2 22
m s7 43 2
L| 60 40 21
I het Lf 6l 39 20
63 37 19
L7 29 16
2 het Ll 69 3 16
n 68 2 17
L| 62 38 2%
4 het | 64 36 2
| 63 37 23
L| 65 35 3%
6 hét L[ 63 £/ 36
I 6 38 37
lo. sz. téblézat

M. soleus SR-jének szArazanyagtartalomra vonatkoztatott

lipid, fehérje és foszfolipid %-os megoszléasa

A membradn szirazanyagira vonatkoztatott &sszlipid-
fehérje megoszlds a normdl m. gastrocnemius SR-jében
/9. sz. téblézat/ 30%; 70%, mig a m.soleus. esetében
/lo.sz. téblézat/ 60; 4o%., Immobilizhcid hatisira
mindkét tipusd izomban a lipid komponens mennyiségé-
nek véaltozésa maximumon megy keresztiil /2-4 hét kozott/.

A foszfolipidek relativ mennyisége nem egyforméan
vdltozik: a m, gastrocnemius SR-jében egy folytonos
csokkenés mutatkozik /9. sz. tablazat/, mig a m. soleus

esetében egy minimumon /lo. sz. téablézat/ keresztiil no-

vekszik /hosszabb kezelés hatésara/.
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A foszfolipid mennyisége Osszlipidre vonatkoz—
tatva a m. gastrocnemius SR-jében a kezdeti 90%-
rol négy hét alatt kézel Uo%-ra cskken, fajd a

tovabbi vAltozéas ninimdlis.

Immobiliza- jszfingo-ffoszfati ; i = : wxm& szfoli
E?n dldétﬂﬂomieﬁ?\o overn |inazit Jsav |lecttin  |kefalin fi i X |5d%a
kontroll 6 10 16 as 54 12 009 1 86

nem nem | nem
1 het 056 5 6 srhetd 48 16 irhetd Imérhetd 76
nem
2 hét 19 | 2 45 | 03 | & 1B | sl 03 | 63
nem nem | nem
4 het 3 4 08 | | 25| 3 srhetd brahets| 4
nem | nem
6 hét 2 3 06 19 26 5 srhetdlmrhetd 39

11, sz. téblézat

M. gastrocnemius SR-jének foszfolipid %-os megoszléasa

Osszlipidre vonatkoztatva
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A normé&l m. soleus SR-jében a foszfolipidek
mennyisége 34% és egy minimumon keresztiil tobb mint

50%-ra emelkedik tartds kezelds /6 hét/ hatéséra.

[pmghiizd- Tezfingo-oszati- ioszfutiit:vzht' tecitin | kefalin [<rdio- “ffoszfoli-

ik mielin il szeringil noz lipin X |pd%-a

kontroll 17 24 006 | 12 215 43 39 12 36

nem nem

| hét 7| 2 et 1 | 90| 40 | 37 |l 33

2 het 08 21 on 09 35 32 16 09 24

4 hét \rhetd 36 Srhetd 25 206 | 73 "] 5 36

6 heét 36 3] 37 27 I3 | 72 "3 15 56

12. sz, téblézat

M. soleus SR-jének fosztolipid %-os megoszléasa

Osszlipidre vonatkoztatva



A foszfolipid/membranfehérje ardny a m.

70 -

gastro-

cnemius SR-jében a kezelés kett6-négy hetes interval-

lumdban maximumon megy keresztiil és jelentdsen csok-

ken tartdés kezelés hatiséra.

Immobiliz&-Jszfingo-{foszfati- ti-[foszfatidy, ..+ . | kardio- IssZh
las iddtar- [mielin dil szerinidil inozit|sav iy [leialin lipin X hpﬂ
tama mg_foszfolipid / mg membranfehérje
.1 Q030 | 0052 | QO084| 0004 | 0274 | Q062 | 0OO00S | G005 | 0436
kontroll |II. | 0,032 | 0054 | GO08BO( GOOS | 0278 | QOG0 | 00004 | BOOS | 0442
ll.{ 6023 | 0050 | 00081| 00048 | 0270 | 0053 | QOO06 | BOOSS | 0427
| [ G0033| 003 | Q04 nem | 0261 | 0037 | nem | nem |0431
1 hét || 00026( 0028 | GO3 |mérhetd| 0273 | 0088 mérhetd mérhetd| 0421
Il 0,0036| 003 | 0036 0268 | 0090 Q427
I.| 0020 | G020 | Q047 | 00033 | 0Al2 |0I00 (nem | 00033 | G606
2 hét |Il.] 0017 | 0024 | G041 | 00030| G421 | 060 |meérhetd| 00027 | 0668
lll.{ 0022 | 0020 | GOS0 | 0027 | G416 | G136 00030/ 0643
I.]1 0037 | 0052 [ GO0OS | nem | 0382 (0034 | nem | nem | 05%
4 hét [l [ 0030 | 0047 | 0010 fmeérhetd| 0374 | 0040 mérhetd mérhetd | 0501
Il 0036 | 0046 | 0003 0379 | 0042 0512
l.[GO19 | 0033 | G006 | 0013 | 0218 | 0042 | nem | nem | 0332
6 het |11 0022 | 0028 | 0006 | GOIS | 0226 | 0040 |mérhetd) 0341
i) G017 [ 0025 | G004 | 0017 | 0230 | G045 0338
13. sz. tibléazat

M. gastrocnemius SR-jének foszfolipid mennyisége mg

membranfehér jére vonatkoztatva

A m,

emelkedik az egész kezelés folyamin,

soleus SR-jében ezen aridny fokozatosan

Immobiliza- [szfingo- foszfati- [foszfati- I:qutid— " i~ |kardio- pssZi
las idotar-|mielin  (dil szerindil inozit{sav e, |kl lipin n lpF
tama mg foszfolipid / mg membranfehérje
] 0021 | 0033 | 0001 | 0020 | G297 | GOS6 | 0056 | 0020 | 0504
kontroll |Il. | 0026 | 0039 | 000! | 004 | 0304 [ 0062 | 0059 | 0016 | 0521
ll.] 0025 | 0,030 | 00008 0017 [ 0302 [ 0065 | 0052 | 0017 | 0,508
| [ 0025 | 0040 | erm | 0030 [ 0300 | 0065 | 0060 | porry | 0520
1 het (Il.] 0029 | 0036 . 0,027 | G308 | 0061 | 0058 0519
| 0030 | ooar [T 0o32 | 0296 | 0066 | 0062 [Mérhetd| gss
l. 1 0020 | 0050 | 0002 | 0020 | G310 0070 | 0040 | 0023 | 0535
2 het [I.| 0017 | Q046 | 0004 | 0023 | G302 | 0075 | 0037 | G020 | 0524
Il.] 0022 | 0051 | G002 | o9 | G310 [ G073 | Q038 | 0019 | 0S34
| [ nem | 0064 | nem | 0027 | 0351 |a1% | 0027 | 0027 | 6620
4 het | 0060 .| 00246 [ 0346 [ 0)29 | 002 | 0029 | 0610
™| gos ™| 9029 | qase |23 | a023 | awes | osie
.1 Q067 | 00S!1 | 0068 | QOS! [ QS48 | 0168 | 0042 nem | 3996
6 hét [IL | 0061 | 0057 | Q062 | 0050 (053 |qme | Qo3 | . .| 0980
llf 0,062 | Q0S5 | 0,065 | 0048 [ 0S4 | 0166 | 0044 0981
14, sz, tiblazat

M. soleus SR-jének foszfolipid memlylsége\mg membrian-

fehér jére vonatkoztatva
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A koleszterin/membranfehérje ardny a norméal

m. gastrocnemius SR-jében alacsony érték,

tés kezelds hatdsira 3x-ra novekszik.

idétartama

Immobilizalas koleszterin ug/mg fehds l %,

kontroll Il.

22
20
21

100

1 hét IL.

34
36
38

180

2 het Il

513
528
543

264

4 hét I,

574
55,2
530

275

6 het Il

624
64,
60,7

313

15 - S7,

tdblézat

mely tar-

M. gastrocnemius SR-jének koleszterintartalma mg

membrinfehér jére vonatkoztatva

A normdl m., soleus SR-jében relative magas ér-

ték /m.gastrocnemiushoz viszonyitva/ hosszan tarté

immobilizAcibé hatidsira 2x-re emelkedik.

:gﬁﬁngs lwquﬁnuﬂnghméq

kontroll I
1.

526
54,3
510

1 hét I,
Il

47
440
412

804

2 heét IL.
IIl

513

496
52,7

973

4 het Il
Il

579
559
87

1083

6 het IL.
Il

938
925
948

178)

16; sz

tabléizat

M. soleus SR-jének koleszterintartalma mg membrin-

fehérjére vonatkoztatva



R

A foszfolipidek megoszlésédbdbél arra kovetkeztet-
hetiink, hogy a /lecitin + kefalin/ ardny szarazanyag
tartalomra vonatkoztatva m. gastrocnemius SR-jében

maximumon keresztiil alacsony értékre csokken.

0biliza- fszfingo-foszfati- ffoszfati- i, kardio- Joszfoli-
@mﬂ-ﬁe{m i szerridil inazit lecitin Jhetalin |00 X b

kontroll | 20 | 34 | 05 | o3 | 82| 40 | QO3 | 03 29

nem nem nem

1 hét 02 | 18 | 22 osl ™| 58 L abates] 27

2 hét 0s 10 22 0) 207 | 64 arhetd a 314

nem nem nem

Ghet 115 |22 | 04 fanasl TS| Vb aetd prachett| 2
nem nem

shet [ 10 |15 | 02 [ 08 | @ | 22 [l il ®

17. sz. tabléazat
M., gastrocnemius SR foszfolipidjeinek %—-cs megoszlisa

szdrazanyag tartalomra vonatkoztatva

A m, soleus SR-jében minimumon keresztiil kozel

2x-re emelkedik tartés kezelés hatisira /hat hét/,

Inmabiliza- fszfingo-ffoszfati- i- . i io- Ifoszfoli-
@sa dartc et i comrridl moait lecitin |kefalin fioin X [od%q

kontroll 09 14 004 | 06 125 25 23 07 21

nem nem

1 hét 10 B e

2 hét 06 | 15 | oo7| 06 | 9% | 22 | w 06 | 16

4 hét nérhetd 23 schetd a9 13) L6 09 10 23

6 het 2 B | 8 | | 88| R | & r"‘m'”l 36

18, 852, tablAzat
M.soleus SR foszfolipidjeinek %-os megoszlisa sziraz-

anyag tartalomra vonatkoztatva
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A foszfolipideken beliil a /lecitin + kefalin/
%=0's mennyisége maximum gorbe szerint valtozik mind-

két tipusd izom SR-jében,

Immobilizalds [szfingo- ffoszfatid tiditfoszfatic o ~it: . | kardio-

iddtartama |mielin [szerin |inozit rs%svz by || hefalin lipin .
kontroll 69 19 18 103 629 138 01 113
nem nem nem

! het G7 & a3 merhetd 627 25 meérhetd jmerhetd

nem

2 het 3] 33 72 04 652 20,2 - 046
nem nem nem

4 hét 66 94 )7 Cakobiid 743 75 mérhetd [mérhetd
5 nem nem

6. hét 57 84 1, 48 665 125 schetd Imérhetd

19, sz, tablézat
M. gastrocnemius SR foszfolipidjeinek 7—05 megoszlisa

Osszfoszfolipidre vonatkoztatva

Immoblizalas]szfingo- fosztatidil Joszhatidil [foszfatid-{ | it |kefalin [KOTdI0-
idotartama [mielin  |szerin  |inozit  |sav lipin

kontroll A 66 0l 33 588 ns 108 34

nem nem
| het 53 T | oares] 56 | 577 | 122 | ma ol
2 heét 37 92 05 38 | 578 | 1B6 | 72 20
nem nem

4 hét merhets | 109 nerhetd L3 569 203 39 43

nem

6 hét 64 55 6,5 50 542 172 L) mérhetd

20. sz, tablazat

M. soleus SR foszfolipidjeinek %-os megoszlésa 6ssz-

foszfolipidre vonatkoztatva
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Osszlipidre szAmitva a m. gastrocnemius
SR-jében maximumon keresztiil a kontroll érték
ald csokken /11. sz, tAblizat/, mig a m, soleus
SR-jében minimumon keresztiil kozel 50%-ra emel-
kedik /12. sz, téiblézat/.

Korreldcids szémitésok alapjdn a m. gastro-
cnemius SR-jének Ca2+—ATP-éz aktivitédsa, valamint
a lecitin és kefalin mg wmembrinfehér jére vonatkoz-
tatott mennyisége kozott korrelicid 411l fenn
/r = 0,72; 0,8/.

A lipidek relativ mennyiségi és mindségi
vdltozasait Osszegezve - a két tipusi izom SR~
jének egyéb paramétereiben megmfutatkozé valto-
zdsaival - arra kovetkeztethettink, hogy az SR
- hasonldéan az izomrost mAs organellumaihoz -~
a funkcidinak megfelelen vialtozni képes.

A véitozésok az Gj kovetelményekhez vald
alkalmazkodas id8szakAdban jelentSsek. Az SR-
ben is kialakul a koriilményeknek megfeleld uj

egyensilyi allapot,



IV. EREDMENYEK ERTEKELESE

E S 0O0SSZEFOGLALASA

Az Intézetiinkben folyé biokémiai, biofizikai
és ultrastrukturalis kisérletek hét mutat jdk, hogy
immobilizAcié hatdsira a m. gastrocnemius és
m, soleus izmokban jelent8s valtozédsok torténnek.

Megédllapitidst nyert, hogy immobilizécid ha-
tdsdra megnd a latencia idé /A t/. Az egyetlen
kontrakcidés amplitudé a m. gastrocremiusban nem
vidltozik, ezzel szemben a m., soleusban kb, 50%-
os csokkenést lehet megfigyelni /A, Torok et al.
1980/.

Figyelemfe méltd biofizikai eredménynek tinik
a tenzid kifejlddés /@i/ és a relaxédcids /T,/ £é1-
id8k Osszehasonlitdsibdl szArmazd azon megfigyelés,
hogy alvl és t2 értékek m., scleus esetében immo-
bilizdcibé hatdsira a kontroll m. gastrocnemius érté-
keit kozelitik meg.

Ezen kisérleti eredmények azt mutat jak, hogy a
kiilonb6z6 funkcid ji izmokban bizonyos fokd dediffe-
rencialédids észlelhet8 immobilizAcid hatéséra;

A biofizikai jelenségek Osszefiiggésbe hozha-
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ték a miofibrillaris fehérjetartalom csokkenésével
/0. Takics et al. 1977/.

Megillapitidst nyert, hogy a m. gastrocnemius
miofibrill4dris fehér jetartalma 20%-os, mig a m.soleus
fehér jetartalma 50%-0os csokkenést mutat az immobili-
z&cid e16rehaladtévél. Immobilizécid hatiséra az
LC-3 homodimer izomiozin valtozist szenved: a gyors
izmokban csdkken, mig a lassu izmokban né a mennyi-
sége. Ez a miozin populécid transzfor;éciéjét je-
lenti.

A fenti kisérleti megidllapitdsok jé Osszhangban
vannak az ultrastrukturidlis megfigyelésekkel, amelyek
arra is ramutattak, hogy az‘izomrostokban, kiilonosen
a m. soleus esetében, a membrin rendszerek jelentds
elvialtozast mutatnak és hatdrozott citoplazmatikus
membrian feldasulds kovetkezik be az immobilizécid
hatidsira /M., Mésziros et al. 1979/.

A fentiekben.ﬁsszefoglalt jelenségek mogott
- az anyagcserére vonatkozb, elsdsorban enzimati-
kus vizsgalatok szerint - az izomrost anyagcsere-
folyamatainak megvaltozédsa huzédik meg.

Megfigyeltiik, hogy a kiilonboz6 izomtipusu
rostok anyagcsere karaktere koézelit egymashoz,
ami az oxidativ és fermentativ enzimrendszerre is
vonatkozik /I. Edes et al. 1980/.

Az anyagcsere Vvaltozédsok Altaldban az immobi-
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lizhcibd kezdeti szakaszén felgyorsulmk, majd az
izomrost az Gj funkcidnak ;egfelel6 uj egyensilyi
Allapotba jut. Ezen kovetkeztetéseket aldtémaszt ja,
hogy a funkcibévidltozis kezdeti szakaszéban, mind

a proteolitikus aktivitds, mind a fehérjeszinté-
zis fokozédik /I. Soh&r et al.1980, I.Sziklai etal,
1980./.

Az izomrost organellumai, egyes komponenesei
kicserél8dnek és az Gj kovetelménynek megfelelben
Atrendezldnek,

A szarkoplazmatikus retikulum membrinrendszer,
amely a kontrakcids mechanizmusnak egyik lényeges
része, hasonld elvidltozisokon megy keresztiil /Jakab
et ai. 1980/. Ugy l4tszik, hogy a sejt anyagcsere-
folyamatainak Atrendez8dését kovetden, mind fehérjé-
iben mind lipid Osszetevdiben ugyancsak Atrendezddik,
mignem eéy G jabb egyenstilyi helyzetbe keriil.

Az SR vAltozéAsai mindkéﬁ tipusﬁ izomban, bar
mds jelleggel, az immobilizécibé 2-4 hetében jidtszbdéd-
nak le., Ebben az id6szakban tapasztalhatd a 1egna—-
gyobb vAltozas a fehérje-lipid; fehérje-foszfolipid
aranyban, valamint a Ca-felvételben és a Ca-pumpa
ATP-Azban is.

A viltozAsok menetét a 4,5,.6.7. sz, Osszefog-

1lald abrik szemléltetik.



°/o \
1~ -4 protein/szarazanyag

1004 = osszlipd / szdrazanyag

o—o foszfolipd / szdrazanyag

901 - foszfolipid / osszlipid
804
701
601
504
401
301

201

0 1 2 3 4L 5 6  hnet

4, sz, 4bra
M. gastrocnemius SR-jének szirazanyag tartalomra vo-
natkoztatott fehérje, O6sszlipid, foszfolipid, valamint
a foszfolipidek Osszlipidre vonatkoztatott %—os meg-—

oszléasa

Kontrolira vonatkoz- ¢
307 tatott arényok >

T

. o-e osszlipid
259 [ oo foszfolipid
i ] &4 kolesztern
; » % Cd"-ATP-az
== Cd"-felvét

201

151

5.SZ. ébra
M. gastrocnemius SR-jének Osszlipid-, foszfolipid-,
koleszterintartalménak,Ca2+—ATP-éz aktivitasénak,

Ca-felvételének kontrollra vonatkoztatott arinyai



°lo
» - proten/szdrazanyag
1001 ». = Osszlipid /szarazanyag
o—o foszfolipid / szdrazanyag
901 o--o foszfolipid / osszlipid
801
704 :_d‘
6041 R .
501
401
304
201
101

0 1 2 3 4 5 6 heét

6., sz, 4bra
M. soleus SR-jének szirazanyag tartalomra vonatkoz-
tatott fehérje, Osszlipid, foszfolipid, valamint a

fosztolipidek Osszlipidre vonatkoztatott %-os meg-

oszlésa

6|0T kontrollra vonatkoztatott
aranyok
551
o-e osszlipd
5,0 ¢ > oo foszfolipid
3 : - koleszterin
7 L » x Cd'- ATP-az
A-S'J : % = .= Cd"-felvét
oS g
: N3 -0 M¢"-ATP-az
4,01
351
2,54
2,04
151
104

het

7. sz, &bra

M. soleus SR-jének Osszlipid-, foszfolipid-,

koleszterintartalménak, Ca2+—ATP—éz aktivitésénak,

Ca-felvételének, Mg2+—ATP—éz aktivitdsédnak kontroll-

ra vornatkoztatott aridnyai
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Az SR funkcidé megviltozésinak /a Ca-felvétel
és a Ca2+-dependens ATP-4z Atmeneti emelkedése/
molekuliris magyarézata egyenl8re tisztdzatlan,

Ugy tinik, hogy a kétféle tipusi izomban a
vAltozés nem teljesen azonos okokra vezethetd
vissza., /Ez a tény is arra utal, hogy a fu?kcko-
nalis vAltozads multikauzdlis./

A m, gastrocnemius SR-ben az ATP-A4z aktivi-
tds és Ca-felvétel valbdsziniileg a megfeleld fosz-
folipid-fehérje ardny kialakuldséaval értelmezhetd,
mig a m., soleus SR-ben a lipid minbségi aranyok
valtozésa okozhatja az aktivitds emelkedést.

Ez utébbi arra utal, hogy a funkcibéért felelds
fehér jekonformdcidét nem csupin a foszfolipidek

hanem a membridn fluiditédsa is befolyésolja.
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KOSZONET

Koszonetem szeretném kife jezni Dr. Guba
Ferenc egyetemi tanAdrnak, a Szegedi Orvostudo-
ményi Egyetem Biokémiai Intézet igazgatb jhnak,
hogy disszerticidém elkészitését lehetdvé tette.

A kisérletes munka, a disszerticid irésa
soran nytjtott tandcsai mind szakmai, wind embe-
ri vonatkozdsban igen értékesek, elbremutatdak
voltak.,

EzGtiton kOszondm meg Dr, Jakab Gyorgyi tu-
domédnycs munkatdrsnak lelkiismeretes, odaadd
tidmogataséit, hasznos szakmai tandcsait, melyek
végigkisérték munkamat, s melyek hozzisegitet-
tek a disszerticid megirisidhoz.

Koszbnetet mondok Lajtos Tivadarnénak, aki
a disszert4cid téblézatait, grafikonjait rajzol-
ta, s gondos munké jdval segitett a kisérletek le-
bonyolitéisdban is.

Végezetiil koszonetet mondok Dr, Nagy Antal-
nénak az elektronmikroszkdépos munkdk kivitelezé-
séért, Molnar Herminénak, aki a disszertécid fo-
tédokumentécid jAt készitette és Darbczy Gabriella-
nak a disszerticid gépelésében végzett lelkiisme-

retes munkajéért.
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