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le A Kinetikus Izotép Médszer

3

A kémiail folyamatok a valbéségban ritkan mennek végbe

pontosan ugy, shogy a sztichiometrial egyenlet feltiintetl.
A kémiasl reakciék Jjelentbs hAnyeda igy Osszetett, komplex
reakcid, mely mindig felbonthatd egymés utén /konszekutiv/
vagy részben egymés mellett /szimultan/ lefolyb egyszeril re-
akciék rendszerére. Ezen egyszerid reakcidkat reakcibdlépesek-
nek vagy elemi reakcidknak newvezike Az eleml reakcidk kapcso-
lata felviligositést ad a termékek kizti genetilkus dsszefiig-
gésekre. A reakclémechanizmus tisztézésa Jelenti az egyssze~
ri eleml reakcidk felderitését, valamint azok kozottl kap-
csolatok megdllapitésit. A kémiai folyamat reakcibémechanlaw
musénsk ismerete eiméleti Jelentbsége mellett lohetdvé teszi
a reakcid irédnyitasidt. Ilyen komplex kémial folyamatok koGzé

sorolhaték ples a termikus bomlésreakcidk, az oxidaciés és
' polimerizdcidés Atalakulébsok, a heterogén katalitikus folya-
matok stb,.

Ismeretes, hogy a bonyolult mechanizmusu, komplex kémial
veakcldk izotépok alkalmazidsival lefolytatott kinstikal ta-
nulményozésa olyan paraméterck meghatérozasét teszi lehetbvé,
melyek mas médszerrel nem nyerhetbk. Ilyen médon a folyamatok
mechani.zmuaégnak nerdben ujszerii vizsgidlata vAlik lehetdvé.
Eémial folyamatok esetében ezt az eljarast NEIJMAN szovjet
professzor dolgozta ki, 68 Kinetikus Izotép Médszernek neveze
te /tovébblakban rdviden KIM/. /l/a./
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Amig tehdt a klasszikus kinetikal vizsgélat a bruttéd re-
akcld egészére ad felvilégositést, addig a KIM seglitségével a
reakci6k mechanizmusa részleteiben is megismerhetd. A KIM ki-
dolgozésa z4rt rendszerekben végbement kémial folyamatokra
tértént. A mbédszer elbfeltételel a kivetkezlks

a/ J6jjon létre a reakcidtermékek Osszetételének és kon~
centricibJénak homogenitésa.

b/ Anyeghtvitel a rendszeren kivilre ne kivetkezzék be.

A mbédszer lényege, hogy megfeleld izb6tbéppal jelzett ki-
indulési anysgot vagy koztiterméket visznek a reskcidérendszer-
be és nézik az 1zotép megoszlas kinetik4d jat. Mérni kell az e~
gyes reakcibtermékek komentréciéit, Osszaktlvitds értékelt a
reakcid killonbbz8 idépontjaiban. Ezen kisérleti adatok alap~
Jan ismerjik az egyes reskcidtermékek fajlagos aktivitlsainak
1abbell valtozését.

A vizsghlt reakcid sordn keletkez8 X kbztltermék képzb-
désl és fogyhsi sebessége meghatérozhatd skar az adott X kiz-
titermék, vagy aké&r a prekurzor Jjelzése utjin. A kivetkezd kép-
lotekkel lehet kiszémitani jelzett X reakciérendszerbe valé
bevitele esetén a képzbdésl sebességet /wy/ és a fogyéasi se-~
bességet /wa/.

R e 113/

w, = - /37 440K 4K /1.2./

ahols
/%/ az X koztitermék koncentréicidja,
« az X kéztitermék fajlagos aktivitésa.
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A reakcidlépések konszekutivitdsa is elddnthetd a KIM
segitségével. Alljon a reakeid a kivetkezd elemi lépésekbOl:

Amennyiben az X kdztitermék egyediili prekurzora Y-nak, vala-
mint a jelzett X mellett inaktiv Y-t is visznek a reakcidrend-
szerbe, akkor az X és Y kiztitermékek fajlagos aktivitasanak
idbdbeli viltozédsa megfelel az l.l. dbrén lathatd gdrbék mene-
tének.

}é{.(a(ro(;a'-f
ol
A
" ideo
lo1ls &bras Az X és Y kiztitermékek fajlagos

aktivitésdnask 1d0beli vAltozédsa, ha X egyedii~
1i prekurzora Y-nak.
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ol ¢ az X kdztitermék fajlagos aktivitésa,

/33 az Y kdztitermék fajlagos ektivitésas
Az X és Y kdztitermékek fajlagos aktivitésénak idbbeli valto-
zésa a kovetkez§ osszefiigzések segitségével adhatéd mege

=

w
FEAREA fuses

/o( -6 / W
§t 2 /lolee/

Az 1.1, ébrén a /3 értéke kezdetben n8, maximumon megy &t,
najd csdkken. A /3 nax 82 %= £/t/ gdrbén fekszik, igy ebben
a pontban « = /3 , valamint az l.4. egyenletb6l kivetkezik,
hogy Y az X-b&l képzddik. Amennyiben as X 68 Y koztitermék
fajlagos sktivitasénak i1d8beld valtozasét az 1l.2. Gbra gor-
bél adjék, azaz a /3 max @lecsonysbban van az X= £/t/ gor-
be tetsableges pontjénsl, akkor X nem egyedilli prekurzora Y-
nak, hanem Y mas inaktiv prekurzorbdl is keletkezik.

Ezen felvett &ltalénos delieeu Pblédk is érzékeltetik
a KIM ellnyét a klasszkkus kinetikéi.vizsgéiqtokkal szemben.
A KIN alkalmazésa tehAt rendkivil jelent8s kémial rendszerek
reakcibkinetikai vizsgdlataiben, melyet a kbvetkezd konkrét
példik is szemléltetnek.

ROGINSZEIJ és mupkatérsai /2./, velamint sok kutaté /3.,
4., 5./ szémos vigsgidlatot végzett a butén dehldrogénezésére
és lzomerigicidjéra vonatkozban. A lehetséges elemi lépések
e¢bben az esetben egy tetraéder modellen &brazolhatdk, melyet

az l.3. &bra matate.



b ra
R iitcs

1.2. dbra

Az X és Y koztitermé-
kek fajlagos akbtivi-
tasénak idbbeli val-
Yozésa, ha X nem e~
gyediili prekurzora

4 Y~nake

A butén dehidrogénezésé-
nek és izomerizicidjansk s
a sémaja, ahol

At butén - 1,

Bt transz-butén-2,
Cs clsz~butén-2,
D¢ butadién.

e
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A szintetikus uton elb4llitott termékeket katallitikus
reaktorba vezették, amelyek kbzil egylk minden alkalommal
140 izot6ppal volt jelezve. Megdllapitottak tobbek kozt,
hogy a cisz-transz Atmenet lémyegesen gyorsabd mint a for-
ditott folyamat, valamint a dbutadlén képzbdése gyorsabb a
ciaz-butén—-a—b&i{ mint transz-butén-2-b8l. A szerzdk nem
értékelték kvantitative az egyes részsebességeket. Bnnek o~
ka a fajlagos aktivitis meghatarozédsanak ponta‘blénséga. Az
igy kapott félkvantitativ eredmények is jelentSs felvilégo-
sitasokkal sgzolghdltak a reakcidrendszerre ndzve.

BEREZIN és munkatérsal /6/ a ciklohexédn folyadékfazisu
oxidécibJat vizsghlték Uvegreaktorban, mely a folyadékfazisu
oxiddclds reakcidk tanulminyozésinil kitind modellreakclé-
nak tekinthetl. Ismeretes, hogy az ilyen tipusu reékciék 80~
rén hidroperoxidok, aldehidek, ketonok, savak, szén-monoxid
és szén~dioxid képz8dhets Viszont ezen kdztitermékek konsze-
kutivitésa kevésbé ismert. A ciklohexAn oxidécibéja sorén ke-
lotkez8 £6bb kiztitermékek a kivetkezbk: oikklohexil-hidro-
peroxid, ciklohexanol, ciklohexanon és adipinsave Jelzett
ciklohexanolt vittek a rendszerbe a realcid megindulésatél
szémitott 2,5 éra elteltével., A bevitel id8pontjéban a ciklo-
hexanon fajlagos aktivitésa zérus, majJd ndvekedni kezd, és
maximuméat akkor éri el, amikor a ciklohexanol és ciklohexa-
non fajlagos aktivitise megegyezik. EbbSL egyértelmiien kb
vetkeozik, hogy e ciklohexanon prekurzora a ciklohexanol. Az
adipinsav fajlagos aktivitésa a clklohexanonéhoz hasonléan



valtozik id6ben azzal a kiilénbséggel, hogy maximuma & ¢iklo-
hexanon fajlagos aktivitas gbrbéjére esik. A ciklohexanon
tehdt az adipinsav prektmzoi'a' A széndloxid fajlagos aktivj.-—
t4sa viszont igen alacsony az egész mérési idbtartem alatte
A hidroperoxid szerepének tisztazésa ¢61jdbél Jelzett ciklo-
hexdnt vittek a rendszerbe 2,5 éréval a reakeié megindulésa
utédn. Az elSbbiekhez hasonld médon sikertilt tisztézni a cike-
lohexil~hidroperoxid helydt a reakcidsorban. Igy végll is a
£6bb koztltermékek konszekutivitésa az l.4. 4brénsk megfe-
lelden adédott.

A——B—C—=D——E
ahol |
At ciklchexén
Bt ciklohexll -~ hidroperoxid
Ct ciklchexanol
Dt ciklobhexzanon
B:adipinsav _
l.4. &bra. A ciklohexAn folyadékfazisu oxidicibdJbnak a sémébja

MINACSEV, MARKOV és munkatirsai /7./ a ciklohexén sze-
repét vizsgiltak a ciklohexAn katalitikus dehidrogénezésében,
holmium~oxid katalizé&toron. A folyamat mechanizmusit az 1l.5.
ébran lathaté séma szorint Abrédzoltiak. A kokszképz8dés sebes~
ségeit nem vették figyelembe, mivel a keletkezott koksz meny-
nyiségének és aktivitdsédnak meghatérozdsa nshézségekbe itko-
z0tts Megillapitotték, hogy egyrészt megvaldsul a kbzvetlen
dehidrogérezés, mésrészt képz8dik ciklohexén is, melynek vi-
szont benzolll vald alakulésa igen gyors.
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l.5. &dbra. A ciklohexén katalitikus dehidroéénezésé-
nek a séméja, ahol
At ciklohexidn
B: ciklohexén
C: benzol
D: koksz



2. A bilolégiai rendszerek sajdtosségal s kémial rend-
szerekcel szemben kinetilkaj szempontbdl

A biolégiai rendszerek szémos sajatsigukban killonboz-
nek a kémial rendszerektll, mely magyarizza a biolégiei rend-
szexrek bonyolultaebd sserkezetét, Osszetettedbb, komplexedd
folyamataits /1/6, Bey 9/

A bioléglail rendsgerek Altaléban nyltottnak tekinthetSk.
Az 616 szervezetek ugyanis folyamatosan vesznek fel kirnye-
zetillkb8l, illetve adnak le k&rmezefﬁknek kiilénféle anyagcese~
re-~termékeket, mikézben kdrnyezetikkel dinamikus egyensulyt
alakitanak ki. A kémial rendszerek ezzel szemben kornyezetiik-
161 Altalédban elszigeteltek. A kinetikus izotépanalizis szem-
pontjébdl azonban a biolégiai rendszerek mégsem tekinthetdk
a priori nyitottnnk és8 & kémiai rendszerek zdlrtnak. A vizs-
ghlat céljatél figg, hogy az adott rendszext nyltottnek vagy
z&rtnak vessggziik. Kornyezetétdl elszigetelt kémial rendszert,
melyben pl. egy léncreakcid Jatszbdik le, zéArt modell repreo-
zentdl, ha az egész folyamatot vizoghlyuk. Amennyidben a lénc-
reakcid egy vagy csak néhany elemi 1lépését tesszik viéagé.lat;
targybva, e rendszeriinknek megfeleld modell nyltott lessz.
FEhhez hasonléan birdlhaté el a bioléglal rendszerek nyltott,
1lletve z&rt volbta. Tekintsiik pls a tuléld szdvetszelet in
vitro rendszert, melyben a szivet folyamatosan anyagcserét
bonyolit le az inkubdlé folyadékkal. Amennyidben a vizsgila-
tunk az egész anyagesere-~folyematra kiterjed, a rendszert
reprezentdld modell géhrt, de ha osak egyes részfolyematokat
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tekintiink, a megfelell modell nyitott,

Altaléban szt mondhatjuk, bogy stacionsr &llapotban

- vamnak a bioléglali rendszereks Az in vitro kisérletek tibb-
ségében z4rt biolégial rendszerekre gyskran nsm teljesil a
stacionarités feltételes

_ Kinetikai vizsgdlatoknil lényeges a rendszer heterogeni-
tésas A heterogenitis fogalma a kémial 68 bioléglal rendsze-
rekben nsm azonos mbédon értelmeghetd. A blolégial rendszer
lényegesen bonyolultabdb, Osszetettebb és hatarozott szerke-
zettel rendelkezik. Az egyes elemi folyamatok a rendszer més
és més részéhez lokalizéltek, valamint lefolydsukat morfolé-
giai faktorok is befolyidsoljak. Nagy & konszekutiv és kompe-
titiv reakcibdlépbsek széma, melynek kbvetkeztében kiildndsen
bonyolultta vadlnak a biolégial rendszerek. A biolégué igy ki-
netikai vizsgilatok sorin folyamatok Osszességével, egész
nfolymath4lé"-val taldlkozik. A morfolégial faktorok befolyé-
80lé szerepe tisztén kémiai rendszerekben is észlelhetS. Pl.s
a ghzfézisban leJ&tsz6ds léncreakcldk kinetik4Jat a falhatés
Jelentbsen befolyédsolja, amely fLiigg természetesen a fal elb-
kezelését6l, méretétdl és alakjatél.

Teh&t a heterogenitis kettds értelnli a blolégliali rend-
szerekben. Jelenthetl a szerkezet heterogenitésat, mésrészt
e folyamatok heterogenitéséts

A kémiai és biolégiai rendsgerek elSbbiekben vazolt kii-
16nbségel érzékeltetik a biolégiai folyamatok kinetikai vizs-
gdlatanok Osszetettebd voltats Amig a kémial reakeibk egyes
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résgfolyamatalt Altaldban lehetséges iz0l4lni és kiillon vizsghl-
ni, addig a biolégial folyamatok egyes reakcldlépéselt sok
esetben lehetetlen. BAr, ha lehetséges is izolalt blolégliel
részfolyamatokat megvaldésitani, nagyon kicsi a valésziniisé-
ge, hogy a kisérleti feltételek az in vivo kirilményeknek
megfelelnek. Amemxyibeﬁ ezen utébbl feltételek nem biztosit-
haték, akkor valdjdben mér az eredetihez képest egy médosult
biolégial részfolysmattal taldlkozunk. Természetszerilen blo-
légiai folyamatokban a kisérletl feltételek valtoztatésa meg-
lehetdsen korlétozott. Kivételt képez ezen a téren az enzim-
biolégia, ahol a résgreakcidk izoldldsa lehetséges enzimpre-
pardtumok alkalmazlsével.

Blolégiali, biokémiai rendszerek kinetikai probléméinak
megoldAdsa visszavezethetd a kémial rendszerek kinetikal probe
léméJéra, NEJMAN Altal a kémial rendszerekre kidolgozott EKIM-
mel analég leirésmédot mar korsbban alkalmazta ZILVERSMIT,
ENTENMAN és REINER /lo., 1l./ bioléglai rendszerekre. A KIM
alkalmazésa szempontjabSl alapvetd kérdés a bilolégiail rend-
szerekben végbement folyamatok sebessédgének a definicidja.
Erre vonatkozé terminolégia szemlélteti a biolégial rendszer
kinetikai probléméinak sajidtossbgoit. A terminolégia haszni-
latdt illetben a biokimiai irodalom sajnos nem egységeag

Bilol6gia rendszerek kinetikal probléméiban izotépok al-
kalmazésa az elmult két évtizedben uj tudoméxiyégazat kialaw~
kulésdhoz vezetett, melyet killonbozd szerzdk més és mas néve
vel jeléltek. Az emerikai SOLOMON "compartment enalysis®-rsl
/8./, BRANSOR /12./ egyszerﬁén quantitativ anyagcsere-vizsg-



ghlatrsl beszéle A legutibbi években megtirvtént ezen tudominy~
dguzet nemzetkizileg hivetalos elnevezése, smennyiben az Ine
Sernstional Comnission on Dediation Units and Heasureuents
JICRU/ egy hérombagu amerikai bisottsdgot, SROWNELI-t és mune
katirsait /13./ negbista egységes fogalomrendszer, valamint
terminolégia kidolgozdsaval. Ok "tracer kinetika™ névvel Jje-
181lték ezen tudominyigazatote

A NEJMAN Altal kidolgozott KIM elve és eljirismbdja tele
Jes mértékben megfelel a tracer kinetika fogalomrendszerének.
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S gcer kinetik alapfogalmak

BROWNELL és munkatédrsai /13./ a "tracer kinetika" meg-
Jjeloléssel arra utalnak, bogy a mddszer a nyomJelzd és a rend-
szexr 1d6bell és térbell kdlcsinis visgonylnak vizeghlatén a-
lapszik. A cél a kutatott anyag, a rendszer tulejdonsédgai-
nak kikovetkeztetése a Jjelzett anyeg viselkedésének megfl-
gyeléseibbl, Ezért a tracer kinstikal vizsgélat rendszerana=-
lizist Jjelent sziikségképpen, Rendkivilll eldénye ez eljardsnak,
hogy az izotdép nagyon kis mennyiségekben hasznAlhatd és kony-
nyen kimutathatde

A tracer kinetikaban a "rendszer" nagyon tég definioi-
bJéra van szllkség. Rendszernek tekintjilk az egyetemesnek azon
részét a tobbit8l megkiilbnbiztetve, amely érdekel benniinket.
/Pl. a test egy részes/

A tracer kinetika a nyomJjelzd rendszerben vald elosz-
lésénak 1d6beli lefolyhséval foglalkozik, mely a kisérlet i-
dStartama alatt elérheti vagy nem érli el a rendszer minden
részét. Milutén a rendszert elhagyta a jelzett anyag, kine-
tik4aja megsziinik érdekes lenni. Az egyetemes rendszeren ki~
viili xészét, azaz a "kiilsd" vilégot a Jelzett anysz szerke-
zet nélk.ﬁli elnyeldjének, néha forrisinak tekinthetJiik,

A tracer kinetikéban segliségil vett Jelzett anyaggal
szemben tdmasztott kovetelmények a kivetkez8k lehetnek.

a/ A vizsgllt anyaggel azonos figikai, kémiai és bio-
légieal tulajdonségu legyene
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b/ Menrnyisége elhanysgolhatd legyen a vizsghlt anyag
nennyiségéhez képest.
Idedlis Jelzett anysgtdl vald eltérést fokozhatja az izotbpos
effektus fellépése, vagy ha &z alkalmamzott izotép & vizsgéh~
lat targyivé tett rendszernek nem természetes alkotd eleme.

A tracer kinetikéban haszndlatos fogimak meghstérozé-
séra BROWNELL és munkatérsai 4ltal javesolt definiciék ez el-
fogadott hasznhlattal 6észhanghan 4llpak, valamint pontoédk
&3 érthetéek. Kiillén té.rgyal_ést; nyernek a rendszerre és &
nyomjelzire vonatkozé meghaﬁarozéaok. A z&rdjelben 4116 je-
lek a dimenziékat Jelentik éapedigt

a nyomjelzd aktivitésa /N
tavolség //
témeg M/
térfogat | : | /173/
ids /1/

A javesolt definiciék a kdvetkez ikt

3¢l A vizagdland$ rendszerre vonatkozé defindcidk.
3¢1s1ls JOmeg~ és téxrfogatparaméterek

3e¢lilsl. Eompartment
A rendszer anatémiai, fiziolégial, kémial vagy

fizikal része, amelyben a nyomjelzé és a vizs-
g&lt anyag koncentréciéinak hényadosa adott
id8ében egyenletes: Ez magéban foglalja ast,

hogy az & sebesség, amellyel a kompartmentbe



3,1,1.2,
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belépd nyomjelzd keveredik a nyomjelzett anysggal
nagyon gyors, szembedllitva azzal a sebességgel,
amellyel az anyag a kompartmentet elhagyja.

Pool /Jelentése 1tt nem fordithatéd/ V74
Jelenti az 8ssges anyagmennyiséget egy rendszer-
ben vagy annak adott részében

Latszblagos kicserélhetd tomeg /n/
Tomeg, amelyet megkapunk, ha elosztjuk a vissza-

tartott nyomjelzd mennyiségét a nyomjelzd fajla~
gos aktivitds4val a mintavétel helyén. Ezen ér-
ték 1dbben nivekedhet, ha a rendszerben levl a-
nyeg egy része lassan cserélddik dsszehasonlitva
a folyamat idStartamaval. A latszédlagos cserélhe-
t6 timeg egyenld az Osszes cserélhets ttmegggel,
ha a fajlagos aktivitisok a rendszerben mindeniitt
egyenldk. ,
Nem-cserél6ds /eserélhet/ tomeg N/
Egy olyan anyag ttmege, amely nem hatérozhaté meg
/vagy meghatédrozhaté/ izotép alkalmazésival, merd
vagy nem hozzéférhetd, vagy nem tiikr3z86dik /vagy
tikrdz6dik/ a nyomjelzd észlelésében a kisérleti
feltételek kozitt.

Térbell vagy térfogatl eloszlés /L3/

Latsz6lagos térfogat, amelyet megkapunk, ha el-
osztjuk a visszamaradd nyomjelzd menynyiségét a
nyomjelz® koncentrécidjaval a mintavétel helyén.
A latszé6lagos kicserélhetd tomegre vonatkozd kor-
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latozésok itt is érvényesek.

3.1.2. Transzfer paraméterek :
Transzport sty
Annak az anyagnpak a mennylsége, amely egységnyi 1496
alatt 4thalad a rendsser hatiran vagy 4llaspotot vAl-
toztat. A transzport egy kompartmentes rendszerben
Jelenti az egyik kompartmentb8l a mAsikba idbegy-
s8é6g alatt Atvitt anyag mennyiségét.

Retté transzport
Két egymissal ellentétes értelmii /irdnyban haladd/

transzport kiildnbsége.

Bedraml6, kidromlé transgzport ’ Jur i,
Az 1d6egység elatt egy rendszerbe belépd vagy azt

elhagyé anyag tomeges
Aram14si siiriség /a1y

Vektormennyiség, amely megadja az idfegység alatt
as egyeéguyi keresztmetszeten Athaladd térfogatot.

amlés sty
2 JU térezbghen az Aramlési siiriség integrilja.

Csere, cserélfdsés /N7 1/
Az anyag két irdnyu széllitésa a rendszer hatarén

keresztiil vagy két fazis kdzott.

3.1.3. Sebesség parsméterek /7Y
T4gabb értelemben az 1dB8egységre esbd értékvaltozé-

sok paraméterei.



Sebességl 4llandd

af /TY/
Egyensulyl viszonyokrat a rendszerben vagy adott
kompartmentben Jelenlévd bsszes és a rendszert
adott pillanatban éppen elhagyd anyeg mennyisé-
gek hényadosa. /Nem egyensulyl viszonyok esetén
ugyenez killdn a belépd, illetve a rendszert el~
hagyé anyagmennylaségre./
v/ /7Y, Ay, s,
Kémial rendszereknsl a sebességi Allandd killon-—
kiildn definidlhaté az elsbrendil, masodrendii stb.
reakclidkra. A koncentricid valtozdsa kivetkezlb-
képpen irhaté le.
Elgdrendii reakcidt
& = keo /3+1e/
Mésodrendii reakcids
- = koc? | 132/
ahol
¢ a koncentracid
k a scbességl 4llandd
Turnover rate /'J."‘l/

megadja, hogy a nyomjelzett anyag hényad része,

anely az 1dbegységben a kompartmentet, vagy e rend-

szext elhagyJja. A turnover rate reciproka a ciklus
id8tartaminak, vagyls a kGzepes idbnek.



3.1.4. 148 peremétorel

Turnover time .V
az az atlagos 146, amelyet adott molekula gltﬁlt' a
rendszer valamely helyén. Ez egyéiértékﬁ azgzal azido-
kdzzel, amire sziikaég van ahhoz, hogy a rendszer ve-
lamely részébbl kivitt: vagy abba bevezetett anyag-
mennyiség stacioner éllapotban szémszeriien egyen].&
legyon a kérdéses réssben Jelenlevd mennyiséggels A
kozepes idﬁ a sebességi éllandb reciproka elsfrendll
kémiai reakciéknél vag.y eg komparﬁnentb&l éllb rend-
szern.él, mely kinetikailag ela&rendﬁ.

3e20 A gzom]elzore vonatkozb definiciég
' &zikai nomenklatura

Tracer /nyomjelgé/ ' /A
Egy populéeid -Jelzett részecskéi vagy tagjedi, amel;ye-

ket a rendszer bizonyos tulajdonsigainak mérés‘re hasz-
nAlnak. Radioaktiv nyonjelzdt radiocaktiv elemmel Jeldl-
nok. Egy stabil nyomjelzdt pedig nem radiocaktiv elem~
mel Jjelblnek, de olyannal, mely kiildnbdzik a Jelen-
lévﬁktc’il, hogy hasznAlhaté legyen az azonositésra és

a mérésekhez.

Tracee zvizsgélg _a_mgg( /N/
az az anyag, amelyet nyomjelzdvel vizsgllnak, n;yomon
kévetneke :

Pajlagos ekbivitas , /Yy

a nyonjelzd aktivitésdnak arédnya a vizsghlt anyag
nennyiségéhez képeste.
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Hordozé /carrie 4 74

a/ A radioasktiv nyomjelzfvel egyiitt Jelenlévd sta-
bil izotép. Egy hordozé hozzhadhaté a nyomjelzdt
tartalmazé mintdhoz mint a kémiai feldolgozés se-
gitbJe.

b/ Az gktiv transzport terminoléglidjsban olyan anysg,
anely sz4llitbéeszkizként milkddik molekuldk Atszal-
litéséra egy membrinon vagy fazishataron keressztill.

A tracer kipnetikeil slgpfogalmakat a BROWNELL és munka-
tarsei /13./ &ltal Javasolt fogalmezésben a 3.1l. téblazat
tartalmazga. Konnyen beldthatéd, hogy ezek igen jé61 megfelel~
tethetdk a KIM fogalomrendszerének a sajdtos biolégial prob-
lémakor figyelembevételével.



Tracer kinetikai fogalmak

3.1. T4blazat

Nyomjelzd Vizsgllt Atlagos Fajlagos A nyomJjelgd
anyag térfogat aktivitis | koncentricibdja
/1/ /2/ /3/ /1/2/ /1/3/
Mennyiség egy kom- q _ q
partmentben /3/ a4 Qy LF} 2y =‘"5§ ¢y = 73
B ionin b 3 Kenpegt- -
oz mp
mentb8l j-be kié kia kid
Transzport az 1 kom-~
partmentb6l 4-be ey | R | FagagW
Transzport a rendszer- 7
be az i kompartment- L0 Ryo 10
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4, Tracer kinetikei modellanaiizis /13., 4./

A tracer kinetika célja a rendszerbe bevitt izotép meg-
oszlésénak egzakt leirdsa. B3 egy sajitos ellenimondéshoz
vezot. Az izotdép megoszlésAnak egzakt leirdsa csak a folya-
mat mechanizmusénak, a rendszer szerkezetének ismeretében
lohetséges, Ha viszont mindez ismert, rendszerint nincs ér-
telme elvégeznl a vizsgilatiot. Ennek az ellentmondédsnsk a
feloldasa csak ugy lehetséges, hogy e vizsgidlt rendszert a
rendelkezésre 4118 analitikai adatok alapjan tUbbé~kevésbé
onkényesen leirjuk egy elsd kozelitésben valészinii £izikal
modellei. A cél olyan modell megalkotédsa, amely a legjobban
képviseli a rendszert szerkezetében, tulajdonsbégaidban, a ren~
delkezésiinkre 4116 adatok alepjéne. Bzt a modellt mnsvezzilk a
rendszervel izomorf modellnek. BROWNELL és munkatérsali az i-
zomoxrf modell kivélesztésénak logikei sémaJat a 4.1. ébrédn
- JAthaté mbdon szemléltetik /13./.

A fizikal modell a rendszernek egy egyszeriisitett lel-
résa, mely megtartja azokat a szerkezeteket és folysmatokat,
amelyek szikségesek shhoz, hogy a kisérlet utjan nyert ada-
tokkal Ysszeegyeztethetd eredményeket adjanak, azaz képes
8 yendszer viselkedését szimulélni. Az 616, biolégiai rend-
szer tanulmanyozésa egyidejlileg minden részlet figyelembo-
vételével lényegében lehetetien. Ezért természetesen cesk
szikségszeril és cblszerii egyszeriisitések bevezelésével vé-
gezhetjilk egy adott rendszer elemzését, vizsghlatat. Az
els8 kdzelitésoben a rendszer leiraséra felvett fizikal mo-
dell kizvetlenil matematikal alakban valé kifejezéshez vezet.
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Mésrészt kisérleteket végsziink a kérdéses reakeild-
rendszerrel, melynek c¢célja, hogy kdzvetlen informécibkat
nyerjink a rendszerrfle. A kisérletbdl nyert adatok a vizs-
galt anyag és az izotép koncentriacidibél Allnak a rendszer
kilénb6z6 belyeire és & kisérlet kiiléndbz8 idSpontjaira vo-
natkozdan.

—‘ RINDSZER ]_—

TIZHCAI MODILL | L KISTRLLT
[;A'rrnanul 1TiRAS I [ ADATOK I
§——|
ESSZEHASONL;TAS—l
| J L

4.1. ébra. Adott rendszerrel izomorf modell kivilaszti-
sédnak logikai séméja

A modellépitésnek leglényegesebb lépése az osszehason-
lités, pontosan a feltételezett fizikai modell matematikal
kifejezéseinek e kisérletl adatokkal vald kozvetlen Gssze-
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hasonlitésa. Ez a kovetkezSképpen térténhet: a kisérleti
adatokat a fizikal modell Altal meghatirozott matematikad
kifejesésekbe helyetteslitjiike Amennyiben nem 1lép fel ellent-
mondAs, a modell izomorfnak tekinthetds Ilyen ellentmondis
lehet pl. az, hogy negativ sebesség értékek addédnak a szé-
molés eredményeként. Ha nem kaptunic kielégltb egyezést, ak-
kor feliil kell vizsgédlni a fizlkaei modellt és megfelelfen
médositani, mignem az ismételten elvégzett, velamint szin-
tén felillvizsgilt kisérletek utjan nyert adatokkal kielégi-
t6 egyezés mutatkozik. Ebben az esetben mondhatjuk, hogy a
fizikal modell Altal megadott mechanizmus ‘alkalmas & vizs-
g4lt reeskclibrendszeriink folyamatainak leiréséra, azt tudje
szimulélni, azaz a rendszerrel izomorfe

A vizeghlt rendszerek jélléhZésére lehot determiniszti-
kus vagy stochasztikus nO@’ile”wiig&‘;élkotni. A determiniszti-
kus modellek matematikal kifejezégel nagy szému részecskék
4tlagos vis8lkedését ujék]é};:'l:ézf;é%@dhaaztikus modellek pe~
dig kis szému részecske véarhatéd l‘ﬁéelkedését. A determinisz-
tikus modell eldnye az egysserilség, amely fontos a modell
bonyolultabbé vAlésa esetén. A stochasztikus modell segit-
ségével pedig tudomést szerziink véletlenszeri ingadozisok-
r61 /fluktuilasokrdl/ 1s.

A fizikal modell 4ltaldban egy sor kpmpartmentbsl 4ll,
melyek megfeleld kapcsolatban &llhatnak egyméssal. Ilyen mo-
dellhez tartozé matematikail kifejezés egy differencidl egyen-
letrendszer. Természetesen a kompartmentek széméat és a kb-
254tk Pfennialld kapcsolatok megvAlasztisat a vizsgélt rend-
szerinkrfl rendelkezésre 4116 adatok befolyé.aol;lék;
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Eompartmentes elemzést gyakran hascndlnak ionok membri-
nokon valé athatolhatdésigénak tanulminy zésbra. Erre Jj6 pél-
deként szolghlhat a vorssvérsejtek merbrinjsn K¥ionok atha-
tolhatésdganak vizsgélata, melyet & 4.2. &bra szemléltet.

A felvett fizikel modell két kompartmentet tételez fel, még-
pedig pontosan egyet a plazma, 48 egyet a virdsvértest szé~
néras Nyomjelzbként *PK izotépot alkalmasztak, Feltételezték,
hogy a fajlagos aktivitis a virvsvérbesteken beliil egyenle~
tes, valamint a vizsgalt anyeg staciondrius é&llapotban van.

A kisérletet ugy végezailk, hogy osekély mennyiségii “’2&
izotépot adunk a plazméhoz és killonbdzd id6pontokban min-
6% veshink a plazmébél és a vOrdsvértestekbl. A mintakat
elemzik kalium tax;talom szempont jébél mennyiségileg és a
radioaktivités mérése utjdn. Igy megkaphatbk a fajlegos ak-
tivitis értékek, mely Ortdkeket az 1d8 flggvényében &bréazol-
Jak.

A matematikai kifejezés a f£izikal modell definicidja~
b6l adddik. BEbben az esotben két linesdris, elsdrendi diffe-
rencidl egyenlet irja le a fallagos aktivités valtozésat.



RENDSZER
PIAZMA
FIZIKAI MODELL KISERLET .
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plazma sejt . A
¢ minta szamlalo
MATEMATIKA) LEIRAS ADATOK
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da 4
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a'lq_a(—'qq‘a_g)[Qc*qz"”"(“zf“n)” 2‘ :mEq
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Q,: 21O [4_exp.-(k, +k,,)t] a :gq/Q J
Q“Q‘ R . -

0SSZEHASONLITAS

4.2. 4bres. Modellanalizis
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5, Néhany bioldégial probléma tracer kinetikel keze-

lése

Anyagcsere folyamatok mechanismusénak tisztézbséban
Jelzett vegyiileteket mar az izotéptechnika meghonosodaséi-
nok korai szakaszéban alkalmaztak. Kiilonbdzb vegyiileteket,
gyakran kiilonbtsd helyen Jelzett vegyiileteket is felhasz
ndltak ilyen Jellegli vizsgélatokban. Ennek ellenére kvanti-
tativ eredményhez nem Jutottak az egyes elemi lépésekre vo-
natkozbéan. A tracer kinetike bevezetése '.jelentéa sgerepet

+61t6t%t be, melyet a kivetkezd példidk J61 mutatnak.

NEJMAN és munkatarsal /15./ meghatéroztik patkanyok,
1lletve bédkék killbnbozb szerveiben a foszf4t turnovexr see-
beasségdt, Joelzett szervetlen foszfat bevitele utjén; to-
vébbé megvizsgdltdk a kémfor és a tetraﬁetil~am6nium,jodid
gircsokozé dbzlsédnask bevitele esetén hogyan vaAltoznak ezen
sebesség éxrtékek.

A foszfat-anyagesere jelzi a sejtek Allspotat, ugyan-
is a sejtek finom kArosodidss mAr megvaltoztatja az ép
4llapotra Jjellemzd sebessédg értékeket. Kiilonmbozd gybdgy-
szerék témaddspontjat ismerhetjik meg, amennyiben meg-
vizsgdljuk, hogy mely szervben vagy sservekben viltoz-
tatjék meg a foszfat turnover sebességbt.

Kisérleti eredmények igazoltdk, hogy a plazma foszfét
poolja egyetlen és kizvetlen prekurzora a szervek foszfat-
Janak, ugyanis a maximumnak megfelell iddépontokban a szerv-
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foszfat fajlagos aktivité.sa megegyezik a plazma foszfatéval.

A szerzdk mogadtik az dsszfoszfat tﬁrnover rate~t,
illetve turnover time-~t az egyes szervekben. Természete-
sen ozen sebesgség érték tibdb faktor ereddje, azaz figg a
szervben lejtaszl foszfat anyagesere.folyamatoktél, a fosg-
£4t felvétel, illetve leadds sebességbtdl, valemint a fosz-
f£4t pool kémial heterogenitisdtél. Mindezek figyelembevéte-
le elhanyegolhaté, mivel Gsszehasonlitd vizsgdlatokat végez~
tek. Mérték a foszfat turnover rate megvAltozésat kamfor és
tetrametil-amménium-Jjodid hatdséra, kezeletlen kontrollokhoz
viszonyltva.

A turnover time a kozponti idegrendszerben meglehetbsen
lecsdkkent, a turnover rate pedig mogndtt, Ez a valtozas
nagyséagrendekkel nagyobdb més szervekhez viszonyitva, tehét
a kamfor, a kézponti idegrendszeren keresztill fejti ki hatéi-
sét. A tetrametil-amménium-Jjodid pedig a kémforral ellentét-
ben kizarélag perifériésan hate.

WISE és EINYN /16./ tanulményoztik a foszfatidaszintéd-
zis mechanizmusdt a turnover rate meghatérozésa alapjén a
néjban és a vékonybélben. A fossfatlidaszintézis vissgalt
1lépéseit az 5.1 &bra mutatja.

Mindkét szervb8l izolaltdk a szerint, metionint, foasg~
foetenol-anint, foszfokolint, lipid-szerint, lipid-etanol-
-gmint, lipid-kolint. Meghatdrozték ezen vegyilletek kon-
centricidinak és fajlagos aktivitésainask 1dSbeld valtozését.
A prekurzor minden lépésnél Jelzett, mivel kezdetben a Jjol-
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zett szerin bevitele utén a foszfoetenol-amin, foszfo~-kolin
és metionin fajlagos aktivitédsai magassbbak, mint a lipoid-
~foszfatida fajlagos aktivitdsa. A lipid-szerin képzddése
¢sak egy uton, mig a lipid-etanol-aminé és a lipid-koliné
két uton lehetséges.

A
- Foszfatidil-
SZIRIN e SZIRIN
Foszfo=- B

ETANOL~AMIN -~\*h\\‘\\\~\\~“h‘
Foszfatidil-
’///////’//////’/,Ar— ETANOI~AMIN

Foszfatidil- c
SZERIN
Foszfo- D

KOLIN e
\\\\\\\\\" Poszfatidil-

/ KOLIN
Foszfatidil-

ETANOL~AMIN
*
METIONIN E

Sels 8bras A foszfatidaszintézis WISE és ELWYN &ltal
vizsgalt lépésel.

A turnover rate meghatirozisara az alabbli egyenletet
alkalmazték a szerzdk.
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n t,

Sat| S
a3 :@@-/3(4)[2 ) ‘[j:. kAL

shol oci az i prekurzor fallagos aktivitésa,

¥1,4 8% adott X vewiilet_ képabdési sebessége az
edik prekurzorbdl,
L oz X fogyasi sebessége,
/3 az X fajlagos aktivitésa,
/X/ az X vegyilet koncentricléja

A szerzdk felvették az analitikal adatok alapjan el-
képzelheté valemennyl mechanizmuste A fenti forﬁula alap-
Jan minden mechanizmushoz meghatirozték az "elméletdi" fol-
lagos aktivitas gbrbéket dlgitalis sz&mitégép Bogitségéd~
vel: Azt a mechanizmust fogadtik el redlisnsk, melynek
megfelels elméleti gdrbék egyeztek a kisérletileg meghaté-
rozott fajlagos aktivités gbrbékkel.

GAL és VAGO /17./ az Azotobacter Chroococoum £oszfét-
transgportdld sebességédt hatdrozte meg sziléxrd agar t4p-
talajon. A passziv diffuziéd figyelembe vétele 061j4b6l bak-
tériummentes t4ptalajon is végeztek vizsgdlatokat, termé-
szetésén az aldbbivel azonos korilmények kdsott. A baktéri-
un foszfat~transsportdléd sebességdt a kivetkezb egyenlet
alap jan adték meg.

% %-5/:3— ::oC«-/j /5‘20/



shol

az adott komponens /foszfat/ Osszmennyisége,

a turnover rate,

a prekurzor /agar korong/ fajlagos aktivitéasa,
a vizsgalt komponens /foszfat/ fajlagos aktivi-
tésa. V

@gdﬁ

A transzport sebességét é = r(\; értékkel Jjellemeztéke.
Kilonboz8 foszfat koncentricidk alkalmazésa esetén tapasz-
taltak, hogy a turnover time nd a foszfat koncentricidval.
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6. A virdsvértest és anyagcseréie /18./

Ha e frissep levett vér alvadisat meggatoljuk /pl.
citrét fonokkal/ és a vért lecentrifugdljuk, akkor egy
tiszta vegy opdlos sargas szind fels8 oldatra, a plazmé-
ra és s kililepedd alakos elemekre valik szét. Az alakos
elemek Jjelentds része virtsvértest. A centrifugilt véxrw
ben a virdsvértestek vannsk alul és erre iilepednek vékony
rétegben a fehér vérsejtek, A vortsvértest szusspenzid Jél
tilepithetd, valamint ujbél szuszpenddlhatbs. A virbsvértes-
tex nagy szémban nyerhettk tisztdn az é16 szervezetbbl,
in vitro vizsgélatra alkalmas forméban.

A vorosvértest 7-lo Atméréju lapos korong. A tobbi
sejthez képest felépitését tekintve is egyszeriibb, sejt-
mag és mitochondrium nélkiili sejt. A vérben 1évé fehér-
Jék tobbsége a vorosvértestekben tal&lhatd, igy ezek fe~
hérje tartalme 33-35 %, ezzel szemben a plazma fehérJje
tartalma 6«8 %. A vorosvértest fehérje tartalménak dontd
mennyiségét a hemoglobin adja. A hemoglobin az oxigén és
széndioxid sz411itésdnak a legfontosabdb eleme. Nemcsak
a vér fehérjét, hanem majdnem minden egyédb anyag is egyen-
18tleniil oszlik meg a vérplazma és a virdsvértestek kdzott.

A vorosvértestek hosszu 1ddn keresztiil Jelen lehet~-
ek a plazméban anélkiil, hogy a hemoglobin kiszabadulna.
A fehérjék, valamint a kationok széméra gyakorlatilag at-
Jarhatatlan a vbrdsvértest hartydja, de a hemolizist a
kationok koncentricid kiilénbsége i1dézi ell, mive;l a fehér-
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Jék molaris koncentriciéja kicsi, hogy ilyen hirtelen val~
tozést okozzon. Az izotdniss olda‘_b ozmozis nyomésa megegye-
zik a sejt ozmozis nyomasdval. Az emberi szervezet sejtjei
049 %08 natriumklorid oldattal izotédnidsak. Enyhe hipoté-
nia alkalmazéséval elérhett a vorosvértestek hartydjdnak
i1z0l4lésa és ezeket Arnyékoknak /ghosts/ novezik.

A vordsvértestek anyageseréje is egyszeribb a tébbi
sejtekhez hasonlitva, mivel ¢sak glikolitikus anyagcserét
folytatnak. OxidAclés folyamatok nem mennek végbe, ugyanis
a texﬁj"élis ozd.ﬁé.ciét katalizild enzimrendszexr hidnyzik. A
vordsvértestek a csontveldbsl készen lokddnek ki, bennik
a sejt~anyaguk felépltésével kapcsolatos folyamatok nem
mennek végbe. Ezért a vordsvértestekben kevés energla-emész-—
t6 folyemnt megy végbe, melyet a glikolizis is tud fedezni.
A folysmat végterméke tejsav. A levett vérben a glikolizis
kovetkeztében a glukéztartalom fogy, a pH pedig savanyu i~
rényba toldédlik el., A glikolizis részfolyamatai sordn foszfit.
kotések keletkeznek, illetve bomlanak fel. Az egyes lépése-
ket enzimek katallzéljék. A glikolizis mechanizmuse EMDEN-
-MEYERHOF~féle séma szerint a 6.1. &bran lathatbé. A gliko-
1lizis anaerodb kirilmények kdzt megy végbe. Minden elbomlott
glukéz molekula két adenozintrifossfit makroerg kiétés ke~

letkezéséhez vezet.

A vorssvértesteknek az a tulajdonséga, hogy a plazma
magas Nat és alacsony K* koncentricidjaval szemben a ma-
gas K* és alacsony Na' koncentréciét fenn tudjdk tartani,
Osszefiigg a glikolizissel. A glikolizis sorian termelt ade-
nozintrifoszfat energidjdt hasznalja fel a vordsvértest
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az egyenldtlen ioneloszlés fenntartdsdhoz.

glukédz ATP glikogén
glukéz'ﬁ"f”if“ glukbz-1-LoszLht
Lruktbz-6-LoszLat
ATP
fruktéz-1,6~-difoszfat
dihidroxiacetonfoszfat gf?berinaldehidr§-fosztét
}anorganikms foszfat
+
Napt

glicerinsav-1,3-difoszf4t + NADH + HY
ADP
ATP

glicexrinsav-3~-foszfAt

glicerinsav-2-foszfat

)

enolpirosz8lisav foszfat
ADP
ATP

piroszblésav
HY + NAIH

Nap*
tejsav
Roviditéseks

ATP = edenozintrifoszfat
ADP = gdenozindifoszfat
NAD = nikotinsevamid-adenin-dinukleotid

6+l fhra. A glikoiizis mechanizmusa EMDEN-MEYERHOF-féle
séma szerint
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7. A vdrsgvértest foszfAt-anyagcseréje és ebban szere-

pet Jétszd foszfitvegyiiletek csoportositésa /18, 19./

A foszfét-anyagcesere kbzpontli helyet foglal el as e~

gész 616 szervezetben, és igy a vordsvértest anyageseré jé-
ben is. Az 5. fejezet elsdh bioldgial példdjiban mér emli-
tést nyert, hogy a foszfét-anyagcsere képes Jeleznl a sejtek
&4llepotat, azok finom karosodisite

Az egyes vegyiletek Kiildnboz8 energidju kitésekben tar~
'talmazzék a foszf&t csoportot. A vortsvértestben végbemend
energlatermel$ folysmat, azas a glikolizls nagy energliju,
un. mekroerg foszfatkétések szintéziséhez vezet, Kiloénbidzd
foszfAtkdtések folbomlasénak és keletkezésének lényeges sze-
repet kell tudajdonitani, mely részben & glidlizis velejard-
Jas A vOrosvértest foszfit vegyiletel kbzitt kilonbbz6 kémiel
dtalakulésok és fomzfat kicserélégési folyamatok mehetnek vég-
be. A kémlai atalakulésok, vagyls az anyagcsere-folyamatok
8z anorganikus foszfat ionok Allandban folyd észterifikhlé-
84t és felszabadulésat jelentik a vorsasvértest belsejében.

Az el6fordulsd foszfat vegyﬁleteket triklérecetsavval
/TCA/ szembeni viselkedésiik alapjan két csoportba sorolhat-
Juk.

7+1. Driklérecetsavban nem oldhetd vegyiileteks
TCA hatiséra csapadékot képeznek. Ezen csoporﬁhoz tar-

toznak a foszfoproteidek, nukleoproteidek és a foszfolipo-
idok. A foszfoproteidek és a foszfolipolidok a sejthartya
niilksdésében Jelentdsek, szerepilk még kevésbéd tisztazott,
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724 klérecetsavban oldhatéd vegyiilgteks:

TCA-val nem képeznek csapadékote Idetartozosk a szer-
vetlen foszfAt, a savlabil foszf4t 4s a savrezisztens fosz-
£4t vegyﬁetek. A szer#etlen foszfét a foszfét«ényagcsere
kezdeti vegyillete. A savlabil foszfat vegyilletek kdziil a
legjelentdsebbek a kovetkezdks

adenozintrifoszf4t /ATP/,
glukéz-l-Los2fht,
fruktdz-l-foszfat,
galaktbz-l-foszLét,

Ezen vegyilletek megfeleld savas kdzegben maximum lo perc
alatt hidrolizdlhaték. A savrezisztens foszf4t vegyliletek
Jellegzetes képviselll pedig a k&vetkezbk:

kreatinfoszfat,
glukbz-6-Loa2L4t,
£ruktéz-6-Lfoszfbt,
hexbz~1,6~d1f0szf4t,
glicerinaldehid-3~foszfat,
dioxdacetonfoszfat,
3-foszfoglicerinsav,
2-~foszfoglicerinsav,
od-glicerinfoszfbt.

Ezen foszfét vegyliletek az eldbbivel azonos kirilmények ko-
z6tt lo perc alatt elhanyagolhaté mennyiségben hidrolizél-~
nok vagy egyéltalédn nem hidrolizélnake.

Anint 14thatd a vorssvértest foszfat-anyagesersd jében
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igen sok vegylilet vesz részts Ezek kUzott az anaagcsere
kozéppontjdban 411 az adenozintrifoszfat. A legtibb olyan
folyamat, mely szabad energia felszabaditiséval megy vég- .
be, egy szabadensrgia-emésztd§ folyamattal, az adenozip-
trifoozfét szintézisével van dsszekapcsolva, Ugyanakkox

a szabadenergia-ndvekedéssel Jard /szintetikus, munkavég-
26/ folyamatok egy szabadenergia-emészt6 folyamattal, as .
adenozsintrifoszf&t elbontéshvel varnak dsszekapcsolva. A
vordsvértest anyageseréje soran Jamint a 6. fejezetben is
lathats/ ATP szintetiz&lédik, tehét a glikolizis nséveldi
az ATP szintet. A sejtmembran eredeti Nat 4 K* aktivélha-
t6 ATPAaz szbros Osszefiiggdsben 411 a membranon keresztil
torténd ektiv iontranszporttal, mégpedig mindkettd ekti-
valhatésagi és gAtolhatésédgl feltételei amzonosak. Az ak-
tiv Na‘transzport carrierje maga a Na* 4+ K* aktivalhaté
ATPAz. Az oxtracelluléris térbe irdnyulé Ra¥, Llletve az
intracelluléris térbe iranyulé K* trenszport koncentrécid
gradienssel szemben torténik és energlét igényel. Az e=
verglédt az ATP szolgdltatje, mas trinukleotid nem helyegte~
sitheti az ATP~t. Az ATP szint fiigg tehat a glikolizistll
és az ATPAz enzimektivitéstdl.

Az adenozintrifoszfat /ATP/ utolséd foszforsavgyokd-
nek hidrolizise sorin keletkezik az adenozindifoszf&t /AD®/ ,
és ebb8l egy ujabdb foszforsavgydk 1ehasadﬁsévél az adenil-
sav, az adenozinmonofoszfdt /AMP/: Az ATP kétféle tipusu
reakcidéban képes résztvennie
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AR + X - foszfat /7¢1e/
AMP - Y 4+ pirofoszfat /3.2./

ATP + X
ATP + Y

A 7.1, reakciéban alkoholos csoportot tartalmszé vegyil-
let foszfatésztere keletkezik, amelybe az ATP foszfatkitési
energlbijinak egy része atmegy. A 7.2. reakcidban az AMP va-
lamilyen sav acilgydkével képzett vegyes anhidridje kelet-
kezik, és ebben a kdtésben marad a foszfatkotésl energla,
sni a pirofoszfét lehasadisaval felszabadult. Az ATP két
824188 foszfAt kotését mazas energlatartalmu, makroerg fosz-
Latkotésnek neveziks A Z.1ls 68 7.2. reakcidk balrél Jobbra
az ATP energidéjinak felhaszndlasadt Jjelentik, Jjobbrél balra
pedig az energia ATP-ben vald tarolasit. Az ATP nemcsak e-
nergiskdzvetitd, hanem energiatartalék szerepet 1s t3lt be.
A kreatinfoszfat viszont tisztan energlaraktirozé szereped
Jatszik. A kovetkez8 reakcid az egyetlen ismert enzimatikus
folyamat, amelyven kreatinfoszfat részt vesz.

kreatin + ATP kreatinfoszfat + AIP [7e3¢/

A kreatinfoszf£4t is makroerg vegyiilet.



8. A vorbsvértest transzport folyamatal /20., 21./

A sejtekben és szb&vetekben végbemend transzport folyae-
‘matokmak tibbféle tipusa lehetséges, igy természetesen a vi-
rosvértest esetében is. Az anyagmozgés kivetkezd 4 £8 tipu~
s84rél beszélhetiink.

B.1l. Egyszerii vagy termal 4iffuziéb

8.2+ Aktivalt diffuzid

8.3, Carrierck segltségével tirténd penetraécid
8.4, BEndocitbzis

8.1. Egyszeri diffuzié esetén az anyagvindorlés &lte~
léban a seJtmembran vizzel telt pérusain keresztill tdrténik

a magasabb koncentréciéju helyrdl az alacsonyabb koncentri-
cibdju hely felé. A penetrécld aebességé'c ninden esetben

Fick I. tirvénye szabja meg, vagyiz az egységnyl 1d3 alatt
egységnyi felilleten Atéramld anyag mennyisége adott himér-
sékleten az anyagra Jjellemz8 diffuzidés Allandd és a_koncenfré.—-
ci6 gradiens fuggvénye. Ionok esetén még ndgy tényezd befo~

' lyésolhatja a penetrécié sebességét, melyek a kbvetkezbks

8/ A kiildnbbzd koncentréciéju oldatok hatéran létrejd-
v6 elektromos kettésréteg folytan kialakult diffuziés po-
tencidl nagységa. '

b/ Az lonok eltérd mozgbkonysigae.

¢/ A pérusok falénak f£ix elektromos t6ltése.

4/ A kialskult Gibbs-Donnan egyensuly, amennyiben az
egyik ion nem képes athatolni a membréanon.

Egyszeril diffuziével mozognak ple az anionok a sejt-
nembranon keresztiil. '



- 42 -

8.2. Aktivalt Giffuzild esetén az anyagmozgés a memb-
ré4n strukturdlt részén &t koncentricid eséds irénydban t6r-
ténik. Az oldott molekulédk az oldbészermolekuldkkal kdlecson-
hatasba lépnek. A transzportdlandd anyagnak megfelell ak-
tivhiisi energiéra van sziliksége, hogy ki tudja nagdt sza~-
kitani az 01d6szerkdtésbbl éa le tudja gybzni az utjéban
4116 molekuldk giatlasat. HArom tényeszd szabja meg az akti-
valt diffuzld sebességét.

a/ Az oldott anyag és az olddszer kémial koélcsdnha-
tasa.

b/ Az oldott anyag molekulasulys.

¢/ A hémérséklet,

Aktivalt diffuziéval elsbésorban az apoléaris karakte-
il szerves molekuldk mozognak a sejtmembranon &t.

8.3. Carrierek segitségével t8rténb penetricié hérom

fajtdJa ismeretes.

8.3.1. Pacilitalt diffuziéd -
843.2. Kicserédlddési diffuzié
8+3.3. Aktiv transzport

8¢3.1e RPacilitélt diffuzld esetén a penetrild anyag a
membrinnsk egy specitfikus molekuldjdhoz, az une. széllitd
molekuléhoz kot8dik és ennek seglitségével halad 4t a memb-
rénon a .komen‘brécibesés irényéban. A facilitalt diffuzid
sebességbt harom tényezd szabja meg.

a/ A carrier-szubsztrat komplex keletkezésl sebessége.
b/ A telitett carrier mozghsl sebessége.



85 -

¢/ A komplex disszocléaciéjinak sebessége.

Altaléban a b/ folyamat a leglassubb, igy ez hatérozza meg
8 transzport sebességét. Facilitalt diffuzid szép példaja a
cukrok mozgésa a sejthartyan keresztiil.

8,Z.2+ Kicserdl8dési diffuzié a facllitalt diffusié-
hoz hasoﬁa.léan szintén mobil carrier 3egifaégével torténik,
itt azonbsn az anyagmozgés mindkét irdnyban folyik altalé~
ban 1:1 aranyban. Feltételé;zik, hogy a telitett carrier mosg~
gési sebessége nagyobb mint az lires carrier mozghsi sebes—
sége, igy a membrin tulsd oldalén levd anyag eldsegiti az
ellentett irdnyu penetz;éciét. A kiceerslédsei aiffuzids fo-
lyamatok szerepet Jétaéanak mind az lonok, mind a cukrok
transzport folyamatainil. |

8e3:3 M y_trapszport sz.intén carriert igén;yel. Bz

a éarrier lehet egy szubsztréatra specifikus, de tobb anai'ég
vegylilet trnaszportjéra 1s képes lehet, Az aktiv transzport
mindig a koncentrécib gradiens ellenében folyik és minden
esetben energidt igényel, melyet az ATP fedez. Ha az aktiv
transzport a sejt belseje felé irdnyul, akkor akkumulicid-
£61, ha kifelé irédnyul, akkor szekréciérél beszélink. Aktiv
transgport pl. a sejtek olektrokémial potencidlgradienssel
szemben folyé Na* 68 K' transzportja.

8+4: Endocitézis kolldoid méretii réazecslf:ék a sejt 4l-
tal t3rténd Lelvételét Jelentl. Két fajtdja ismeretest a
fagocitézis és a pinocitdzis. A fagocitdzis szilérd halmaz~
4llapotu anyagok, a pinocitézis nagyméretil folyadékeseppek
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transzport jat Je_lentia A blolégial rendszerekben &ltalédban
nehéz elvdlasztani egyméstél a kétfdle halmazéllapotot, igy
inkébb az endocitbzis Bsszefoglalé-meg;iewlés haszpilatos.

Szémos kutaté tanulminyozta egyes ionok virdsvértest
membrénjén keresztil t5rténs mozgAsht. Megéllap'itptték,
hogy az anorganikus anionok‘éltaléban a membrin vizzel telt
pérusain keresztill mozognak egyszeri diffuziédés folyamat ré-
vén, ¢s mozghsi sebességilket elsésorban molekulasulyuk és
a'pémsok fix toltésel szabjak meg. A% anorganikus anlonok
nagy része rendkiviil gyorsan permedl & membrinon keresztil.
A vizsgdlatokat foszfat ionnal vé{;eztéi:, mely az egyértékil
anionoknil jéval lassabban mozog. Mar MOND megéllapitotta,
hogy a lugos pH felé haladva a sejthértya anionok ézéméra
egyre impermeébilisséd valik. NMAYZELS az elébbit negerdsit-
ve rémutatott a polaritéas ;jelen’a&aééére. Egy molekula amnAl
gyorsabban penetril a membrénon keresztiil, minédl kevésbé
disszocidlt. Organilus anionoknil a permeéié.s sebessége an-
nAl kisebb, mindl tobb poléris csoportot tartalmaz a mole-
kula, PASSZOW a késébbiekben igezolja a pH szerepét az.az,
hogy az anionok mozgésanak sebességét a pérusok f£ix t8lté-
seinek széma hatirozza meg. A pH ésakkenéeével nd a pogi-
tiv t5ltésck ezéma, ennek megfelelden nd az anion permea-
bilitas sebessége. A kémial szerkezel pedig a transé.port
azempontj4bél mésodlagos Jelentdségie
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A kationok kbziil legjelentésebb a Na*, XK' ionok transz-
portja. A Na*' K* egyenlétlen ionelosazlés héro.ﬁ kitlénbd28
tipusu transzport fol&amat ercdnényeként Jon létre, melyek
a kivetkezOk.

a/ Aktiv tranczport, mely az elektrokémial potenciél-

gradleussel ssemven mozgatja az ionokat.

b/ Kicserél6dési diffuzléd, mely ez esetben equimolaris
E*-K*, illetve Na*-Na‘t cserét jelent,

¢/ Az un. leak tranmszport, mely alatt a koncentriclé
esés irdnydban torténé iommozghs értendl. Bz a Rolyamat
kozvetve vagy kizvetleniil metabolikus kontroll alatt 4ll.
Egy olyan regulaciés mechanizmus mitkddlk itt, mely a sejt=
membrin 4teresztd képessézét, sz un. "leak" fokadt szabilyoz~

Z8e

Az eldbbiecket Osszegezve mondhatjuk, hogy a vorisvér—
test membrinjén, de &altuldban is a sejtmembrénon 4t tirténd
transzport folyasmatok variabilitéasa éridoi.



9. A _probléma felvetése

A transzport folyamatok tracer kinetikai vizsgilata~
n4l, smennyiben a Jjelzett molekula a rendszerben definit
poollal rendelkezik, igen fontos megkiilonbbztetniink a sejt-
be torténd inkorporécid két lehetséges valtozatéts az e-
gyik ‘4llandd koncentricid mellett megy végbe, a mésik kon~
centrdcié vdltozéssal kapcsolatos. A BROWNELL és munkatar.
sal /13./ Altal javasolt fogalmazés szerint az eldbbi eset-
ben kicserélbdésnek tekintduk a folyamatot és csupén as u-
tébbi esetben beszéliink transzportrédl, melynek irinyét a
koncentrécld gradiens irénya édja‘mega A transzport ﬁehét‘
egy irdnyu folyamat, mig a kicserélddést a kinetikai lei~
rés szempontjibél két ellentétes iradnyu, egyezd sebességi
transzport folyamattal reprezeqxélhatjuk. Ezen kiilonbség
hatérozott definidlésa természetesen nem csupdn terminold—
gial kérdés. Mas matematikai formula irja le ugyanis a tisz-
ta transzport, a tiszta kicserélédés, illetve a két folye-
mat egyiittes delentkezése 4ltal meghatérozott inkorporé-
ci6t még akkor is, ha a két folyamat mechanizmusa azonos,
teh4t a rendszer kinetikel leirdsuknil mindkét esetben a-
zonos kompartment szerkezettel repmzentalhatt /8., 12+,
13./. Rendszerint nem lehet azonban kizdrni annak a lehe-
t6ségét sem, hogy a transzport és a kiocserélddés eltérd
mechanizmus szerint Jjatsz6dik le. Ez egyuttal eltért kom-
partment szerkezetet eredményez, ami a matematikal leiris-
n6d még jelentdsebd eltéréséhez vezet. Tovabbl problémAt
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eredményesz, mely a két folyamat vizsgélatat megnsheziti,
ha a t::.;a.hszportban, vogy & kicserélddésben résztvevd pool
egyuttal az anyagoserében is szerepet jatsziks BEs utébbi
esetben nem kerilhetd el az anyagcsex;e—folyamatok bevoni-
sa a kinetikai leirésnal /8., 12., 13./.

Az clobbiek értelméven transzport folyamatok vizsgé-
laténil nem helyes az inkorporicié mértékébil kizvetlen
kOvetkeztetést levonni a transzportra vonatkozdan. Célszew-
rii mindenekeldtt ammak tisztézésira toérekedni, hogy a
transzport mellett valéban kell-e szémolni kicserélédés~
sel, illetve amennyiben ez megdllapitést nyert, meg kell
keresni azt a tracer kinetikal modellt, melynek segitségé-
vel .a két folyamat kiilon-kiilon megadhaté. Amennylben egyes
anyagesere~folyamatok figyelembevétqle is sziikséges, a mo-
dellel szemben témasztott fontos kivetelmény, hogy ezt is
tegye lehotdvé. |

A vordsvértest foszfat transzport vissgllativad in
vitro rendszerben ttbben foglalkoztak /22., 23¢, 24+, 25,
26./. Fzen vizsghlatok sordn & szerabk rendszerint <P
1zotép bebpiilését is tanulminyozték és ezeb. adatokbdl ko
vetkeztetést vontak le a transzportra vonatkozdan. Ismere-
tesek azorban az irodalomban olyan adatok, melyek szerint
a Jelzett foszfat beépllése a vbrosvértestbe in vitro nem
¢supén transzport utjan tarté_nhet, hanen fennidll a kicse-
ré18dés lehetbsége. Igy SCHAUER és HILIMAN /27./ azon ki~
sérleti adataikat diszlkutidlva, melyek szerint az ATP faj-
lagos aktivitésa a vorosvértestbe in vitwo kisérlet so-
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ran bizonyos koritlmények k¥zdtt magasabb, mint az intra~
celluléris anorganikus fogzfat fajlagos aktivitésa, fel-
vetik az ATP és5 az extracelluléris foszfat kGzvetitett
csexréjénok a lehetdségét., LATZKOVITS és munkatlrsal /28./
a vorosvértesteket citratos plazméban inkubalva azt ta-
pasztaltik, hogy a sejt 52p igotépot inkorporil anélilil,
hogy a foszfat koncentricié megvaltozna. A citratos plaz~
me. 68 a vbrosvértestek k6z6tt tebdt kicserélddést kell
feltételezni.

Jelen vizsgélataink célja, hogy olyan tracer kineti-
kel modellt dolgozzunk ki, melynek birtokéban az in vit-
ro foszfat transzport és kicserélddés egymés mellett vizs-
galhatd. Miutén azonmban a foszfat ekér kicserélddés, akir
transzport utjén inkorpordlédik, mindenképpen azonnal résat
vesz az anyegeserében, igy a korrekt modellnek figyelembe
kell vennie a foszféatanyagcsere és a transzpoft, illetve
a kiceserélddis kapcsolatét is. Bér a vordsvértest anyagese-
réje, mint ismeretes, lényegesen egyszeriibb més sejtekhez
képest, méglis a sejtben szémos foszfatvegyiilet taldlhaté,
melyek k8z26tt tobbféle anyagesere, illetve kicserélddédses
kapcsolat tételezhetd fel; Nem zérhaté ki a priori eszen
foszfatvegyliletek kicserélddéses kapcsolata az extracellu~
laris foszfAttal sem. Ezért bha valamennyl foszfétvegyiile-
tet, mely a virbsvértestben elSfordul, kiilén poolnak, és ennek
megfelelfen a tracer kinetikai modellben Onallé kompart-
mentnek tekintenénk, a matématikai leirds igen nehéz lenne.
A modellképzés SOLOMON /8./ &ltal megadott elve azonban,
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mely azt kiveteli, hogy a lehetd legkevesebb kompartmen—
tet haszniljuk az adott probléma vizsgidlatara alkalmas,
tehat a rendszerrel izomorf modell feldpitésénél, ellene
szbl egy ilyen messzemenden aprdlékos kompartment szerke-
zet felvételéneks Banek megfelelden kisérleteinkben csupén
a savoldhatd foszfétvegyiletek kivetkeszd pooljait tekine
tettilkk 6nalld kompartmentnek és csak ezeket haszniljuk

fel a kitiizdtt feladat megoldisara alkalmaes modell megw

szerkesztéséndl:

A t Bxbtracelluldris anorgenikus foszfat pool

B s Intracelluldris anorganikus foszfat pool

C & Intracellularis organikus savlabil foszfat pool

D &t Intracelluléris organikus savrezisztens foszfat
pool

Ezen négy pool kivalasziisist a kivetkezd szempontok indo-
kolbaks
a/ Kisérleteinkben a nem savoldhatd vegyiletek jeld-
l6dése elhanyagolhaté a savoldhatd vegyiletekéhez képeste

b/ A savlabil, illebve savrezisztens poolba vartozd
szerves vegylletek a foszfat kotés stabilitésa szempontjé-
b6l, tovébba az anyageserében betiltitt szerepiik alapjan

sorolhaték azonos csoportba.

Vizsgalataink sorin tirekedtiink annak igazolaséra,
hogy ilyen viszonylag kevés széimu, kémiailag heterogén
kompartment is alkalmas olyan egyszeri modell konstruéls-
séra, melynek segitségével megoldhatd az altalunk
feladats az in vitro foszfat transzport és kiesoré¢§déaﬂ :
szimultén vizsgdlata. Azzal, hogy a fenti poolekatﬁégé;L¢é§:

R e
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kompartmentként kezeljuk és igy azok "homogenitisat" fel-
tételeczilk, ternészetesen lényeges absztrakciét alkalma-
zunk. Ennex Jogosultsagit, miként SOIOMON hangsulyozza,

a modell alkalmazhatésigipak kell igazolnia /8./.



lo. Az alkalmazott metodikdak

lo.l. A kisérlet menete és metodikai

Kisérleteinket mindkét nembeli, felndtt, egész-
séges emberek varéodl nyexrt vordswvérsejtekkel vézseztiike A
citrattal alvadidsgitolt vért a vérvétel utédn azonnal O -
+ 1 C%on 800-l000 percenkénti fordulatszémmal 15-20 percig
centrifugdltule, Hiithetd centrifugdt alkalmaatuak ezen hi-
mérséklet tarticara, mert igy az anyagcsere folyamatok le-
lassulnsk. A plazmat 4s fehérvérsejteket leszivtuk, majd
a vorosvértesteket hirom-8tszirds mennyiségi O -~ +1 ¢%-os
£izi0l6gids sboldattal /0,9 %~o0s NaCl/ haromszor mostuk.
A gondosan kimosott sejteket 1l:4 térfogat ardnyban Kreba-
Ringer tapoldatban szuszpendiltuk, ugyanis ilymbédon a vi=-
rosvértest kirnyezetét standsrdiziljuk. Ezen oldat desze-
tétele a kdvetkezbt

Na: 0,118 M
Kt 0,007 M
Mg: 0,0025 M
Cas 0,001l M

Li.érleteink ey »észéoen Ca, iig mentes EKrebs—
Ringer fosufitot hasznaltunk.

Na llPO, - NeH,20, & 0,0l M

[4/15 Wa HPO, .2 H,0 + ¥/15 NaH,P0,.H,0
megfeleld aréx:yban]
glukébézs 0,1 %
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Végeztiink glukéz mentes Krebs-Ringer foszfat-
tal is kisérletet.

pH: 7,35
Kisérleteink egy részét ettdél eltérben 6,8 és
7,8 pH-4n végeztilk.

Radloektlv koncentréeiés 1y Ci 5°F/ml
A kisérleteinkhez hasznidlt 32p Jelzett foszfi~
tot a Magyar Tudoményos Akadémia Izotép Intéee~
te hordozémentes, steril készitmény forméjéban
szolgaltatta.

Az elegyités utan azonnal mintédt vettiink, melyet O =
+1 0°-ra hutsttink, majd a szuszpenzidét 4vatos, habzésmenm
tes réazatéssal 37 C°-on /testhémérséklet/ 180 percig inku-
baltuk. Mintakat a 15, 30+, 45., 60., 90,, 120. 68 180.
percben vettiink. Egy-egy minta 5 ml volt.

A kivett mintdkat gyorsan lehiitotsik, majd 0 - +1 0%
on centrifugdltuk. A sejimentes felilluszdét rendre elkiild-
nitettik, majd a sejteket husszoros mennyiségil jéghideg
£izioléglés séoldattal héromszor mostuk az aktiv tépoldat-~
t61 valé megtisztités célidbél. A mosott sejteket 1ls4 a-
ranyban 12,5 %-o0s8 triklérecetsavval/fCca/ O 0°—on.kiceaptuk,
én igy a végkoncentriacld lo % lett TCA-ra nbdzve.

Az intracelluldris anorganikus foszfAt /B pool/ meghaw
tarozésat A keletkezett barna csapadékot centrifugdlissal

elkiilonitettilk, és igy egy tiszta TCA-s feliiluszét nyertink.
Ezek utin kozvetlen a TCA-s felilluszébdl MARTYN-DOTY mb-
dositott modszere /29., 30./ szerint 0 C%-on izoldltuk az



- 53 -

anorganikus foszfatot, mint foszformolibdAtot benzol-izo-
butanolos kizegbeon. Ennck egy részével elvégeztiik a spekiro-
fotometrids meghatarozést, mis résib6l aktivitést mértink.

Az _intracelluléris savlabil foszfat /C Qoolzvhesggggn
rozésas A TCA~s feliiluszdk més részébb6l 1 n kénsav koncentréi-
ciét beillitva loo CP-on rendre lo perces hidrolizist vé-
geztlink, A hidrolizis utan ugyancsak a fent leirt médon
izol4ltuk, illetve mértiik az anorganikus foszfatot. A hidro-
1izissel 1z0l4lt két frakcié foszfat koncentracié, dlletve
ak?ivités értékeinek kildnbsége adja az ugynevezett savla-
bil frakcié foszfat koncentrécié, illetve aktivitas értéke-
it.

Az _intracelluléris savrezisztens foszfat /D pool/ meg-

hatérozasat Rendre elvégeztiik a.chrs,felﬁluszék 0sssfosz~
£at, illetve Usszaktivitas meghntérozésat médositott LOHMAN
nédazer /3l+/ szerint. Az Osszfoszfat sziqt, illetve &8ssz~
aktivitas, valam15¢ a hldrolizissel nyert foszfit konscentra-
cib, illetve aktivitéds értékelnek kiilinbsége adja a savre-
zisztens frakcid foszfat koncentracl6, illetve aktivités
értékeit. |

Az extracellulédris anorganikus foszfétllA.Boolg?meggg- .
tarozéaasy Ugyancsak MARTYN-DOTY médositott médszere; “szerint

fzolaltuk és hataroztuk meg az anorganikus foszfatot a
kiilonb6zd id&pontokban‘vett szuszpenzié mintik seJtmentes
folilusz6ibol 1s. Az aktivitdsmérés itt is a benzol-izo-

butanolos fézis1egy rész6bd81 tortént.
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Egyes esetekben elvégeztuk a mosott virosvérsejtek tel-
Jes roncsolésit, az emlitett mbédositott LOHMAN-mbédszer sze-
rint, az inkorporilt dsszaktivitis mérése céljabdél annak
ellendrzésére, hogy a nem savoldhatd frakciéd jelol8dése
elhanyagolhaté~e.

Néhany kisérletben megnéztuk a savlabil frakciéd 4Adntd
mennyliségét alkotd ATP szintjének alakulésat /32., 33./,
valamint BARKER s SUMMERSON szerint /34./ a vorosvértest
anyageseréje utjan termelddd tejsav mennyisé: ét is megha-
taroztuk.

A spektrofotometriis méréseket MOM 360 spektrofotométe-

ren végeztuk.

Az aktivitasmérést a benzol-izobutanolos fazisok esetén
rendre folyadék szcintillicids mbédszerrel végeztiuk, Packard
tipusu automatizalt Tri-Carb spektrométerrel, tolnol-alko-
holos kozegben PPO /2,5 - difeniloxazol/, illetve POPOP
(1,4-D1- [2—/5—feniloxazolil/D szeintillatort alkalmazva
/35+/« A mbédositott LOHMAN-mOd.zer alkalmazasa soran nyert
vizes oldat akxtivitisat ugyamssak a fenti tipusu tri-carb

spektrométerben Cserenkov effektussal mértuke

Miutin az egyes frakcidkat teljesen azonos mbébdszerrel,
mint anorganikus foszfitot mértik, a quench effektust nem
vettuk figvelembe, melynek oka a vizsgilataink szerint a
foszformolibdit komplex jelenléte é8 az eredményeket CeDele~
ben adjuk meg. Természetesen kildn meghataroztuk a Cseren-
kov és a szcintillaciés mérések relativ hatisfokat, és a
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Cserenkov méréssel nyert adatokat ennek figyelembevételével
adtuk meg. Ezen relativ hatésfok meghatérozasit belsd stan~
dardizdléssal végeztiik.

A mérési adatok birtokéban megadtuk az emlitett négy
pool -~ extracellulidris anorganikus foszfat /A/, intracellu-
laris snorgenikus foszfat /B( » intracellularis savlabil
foszfat /C/, intracelluléris savrezisztens foszfat /D/ . |

koncentracié, Ysszaktivitis és fajlagos aktivitis értékei-
nek 1d6fiiggését.

A kisérlet sorin alkalmazést nyert médszerek a kivet-
kez 8k |

MARTYN-DOTY médositott médszere /29., 30/
A sgilkséges oldatok az alébblak:

5 %vo0s vizes /IQ'HQ/2 Moo,‘, s
4 n Hasotv
kénsavas alkohols
lo ml ccs H,50, — ads 500 ml abs. etanol,
—— benzol-izobutanol 13l aranyu elegye,
—— SnCl, oldats
ccs HCl~ban 40 %-o0s Sncla-t készitink, és
ebbdl minden meghatarozishoz frissen &llit-
Juk el8 a kovetkezd redukald oldatot: 0,5
nl az el&bbi torzsoldatbél —— ad 20 ml 1n

325040
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A neghaté:pozés menetes

4 ml ismeretlen fosszfor tartalmu oldathoz, mely lo %
08 TCA~ra nbdzve, 1 ml 5 %-os vizes /m4/2u004 oldatot, 1 ml
4 n 32304-t ‘adunk és Jé61 elegyltjik. Igy foszformolibdat
komplex alakba vittilk a meghatadrozandd foszfort. 5 ml ben-
zol~izobutanol 1l:l aranyu elegyével kilextrahaljuk a komp-
lexet 15 masodpercig tarté erfs rizéssal. A leszivott szér«-
ves fézist kilzzitott Ne,50,-on széritjuk. Az 1gy kapott
tiszta oldat 2 ml-éhez hozzéadunk 2 ml kénsavas alkoholt
és 0,1 ml friss SnCla-t. A konmplexbe vitt foszfor redukild~
a1k, és az oldat jellemz§ kék szini less, emelyet 720 m 4~
nil fotometralunk. Ezen mikro médezerrel 1 -lo Ly foszfor
mennyiségek J61 mérhetlk.

Médositott LOHMAR-médszer /31./

A sziikséges reagensek a kovetkezlki

5 %-08 vizes /NHa/zllooq,
lo n H;80,,
hidrogénperoxid,
redukalé oldat, melynek kivetkez® az Osszetétele:
0,2 g eikonogén / oC~ emino - /3 - naftol-szulfon-
88v/,
12,0 g Ngﬂsoa,
.1’19 8 1‘1&2803 vagy 2,4 ¢ Naasoz. 7 1120,
loo ml desztillalt viz.

A _meghatérozés menstes

o,é nl ismeretlen foszfor tartalmu oldatot 1,2 ml lo n
H,S0, felhasznilasdval elroncsolunk. A kénsaves romssoldst
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forrd homokfiirddn végezziik. 3 6ra eltelte utén 1l-2 csepp
H,0,~t cseppentiink a mintékhoz, majd még tovdbbi 3 érén
keresztil forré homokfiirdbn tartjuk. Lehiilés utéan lo ml
térfogatra higitjuk desztillélt vizzel: Ezen oldat 1 ml-
éhez 1 ml desztillélt vizet, 1 ml lon B,50,~%, 0,8 ml

5 %~08 vizes /mq/zuoo,f-t és 0,2 ml redukdléd oldatot a-
dunk. Az elegyet 7 percig tartjuk loo ¢%~08 vizPiirdében.
Itt is az oldatok Jjellemzd kék sainiliek lesznek, melyeket
800 m /-n4l fotometralunk, Ezen médszerrel l-lo [, fosz-
for mennyiségek Jjé6l mérhetdk.

ATP meghatiarozés /32., 33+/
/Taciferase médszer/

A meghatérozds elvel

Egyes 618lények f£ényt bocsédtanak ki, vilidgitanok. BE-
zen Jelenséget biolumineszenciénsk nevezszilk, és alapja
egy enzimreakcié, mely az 616 4llatban megy végbe. Ez az
enzim a luciferase enzim, ATP Jelenlétében specifikus
szubsztrat, a luciferin oxidiciéjat katalizalja. A reakcid
sorén, melynek pontos mechanizmusa nem ismeretes /a luci-
ferin pontos Saszetétele sem ismeretes/, a lathaté tarto-
manyban fény emittalddik. Ilyen vilégitéd 4llatokdél, mint
pl. a szentjdnosbogir, 1z0lalni lehet a luciferase enzim
és a luciferin szubsztrit tobbé kevésbé tisztitott prepa-
rétumat, Az ilyen luciferin-luciferase rendszerhez in
vitro ATP-t adva szlintén fény emittalédik. Miutan a fény-
enisszid csak ATP Jelenlétében megy végbe, és o fényemisz-
8zi6 intenzitésa lineérisan figg az ATP mennylségétdl, &
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Jelenség alkalmas ATP meghatdrosésra., Az ilyen ATP meg-

hat:érozés rendkivul specifikus és érzékeny /o,ol /{q ATP
még 361 mérhets/. A fotonemisszid mérése Packard Tri~Card

spektrometerben elvégezhetbe

A kbvetkez$ reagensek elkészitése sziikségest

Magnéziumarzenit puffer /pHs 7,4/t
/0,1 M arzenat, 0,05 M Mg2*/ |
42,5 & NeghsOye 12 HyO-t és lo g MgClye 6H,0:t
500 ml desztillélt vizben oldunk, majd 7,4-re
&llitjuk a pH-t 1 n HCl-val és végiil looo ml-re egé-
82itjilk ki desztilldlt vizzel az oldatot.
Iuciferase extraktums
lo mg Sigma luciferase van 1 ml Jéghideg magnézium-
arzendt pufferben /pHE:t 7,4/. Igy Jéghidegen All né-
hény percig, majd centrifugiljuk. A feliiluszéd koz-
vetlen hasznilhaté, mely eldidézi a lmineszcenciét.

A meghatérozés menste?

0,2 ml luciferase extraktumhoz 0,4 ml desztillalt vi-
. ‘zet mérink. Ehhez 0,2 ml ismeretlen ATP tartalmu oldatot
adunk. A hozzéadéstél szémitott 25 méasodperc elteltével
kezdJik a szémolést a Packard Pri-Carb spektrométeren. 1

percig tart a lumineszcencia mérése.

Tejsav _meghatérozés BARKER és SUMMERSON szerint /34./

Sziikséges_oldatok a kivetkezlkt
p - oxidifenil oldat
150 mg p~oxidifenilre 1l ml 5 %-o0s NaOH-t
cseppentetve ——ad lo ml desztillét viz,
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20 %08 Cus0y,,
.4 %~09 GU.SO"_’

CCe Hascq. L]

A neghatiroz&s menetes

&/ Glukéz mentesités /Fehling redukcid/:
Kirdz6 csdvekbe.. 1 ml ismeretlen tejsav tartalmu
oldatot mérink be, ehhez 8 ml desztillalt vizet,
1l ml 20 %os cuSO4-—t és 1 g 0&/011/2-1: edunk. Jé61
Osszerdzzuk, majd £é1 6raig 4llni hagyjuk, kbg-
ben még ndhényszor Osszerézzuk, és a £61 bdra ol-
telte utan leeentrifugél:juk.

b/ A centrifugidlés utén kapott felilluszé 1 ml-éhez
1l csepp 4 %-os Cu804 oldatot, 6 ml cc. 1:12804-# adunk
kbzben Jégfiird6s behiitést alkalmezva, és utdna jél
bsszerizzuk az egészet. 5 percre loo C%-os vizfiirds-
be tesszilk a mintikat, majd ujra Jégfiirdibbe. Ezek
utén 2 csepp /0,1 ml/ p-oxidifenil oldatot adunk
az egyes rézdcsdvekbe, és ismételten J61 Osszeriz-
zuk az egész oldatot. Pél 6rara 28-30 C°-o0s viz~
fiirdSbe helyezziik a mintakat, majd 90 mésodpercre
loo C%-0s vizfiirddbe és uténa ismételten Jeges fir-
dbbe. 570 mu  -nal fotometrélhaték az oldatok.



lo.2. A szémitésl technika és az izomorf modell kivé-

lasztésédnak menete az sdott esetbemn /12., 13.,
4./

A vizegllt foszfat poolok kozottl lehetséges kicseré-
16dbsek leirédséra a BRANSON-féle formalizmust alkalmaztuke
Az 4d8ben vAltozé koncentraciédju poolok kbzti kicserélédé-
ses kapcsolatokhoz transzport folyamatokat rendeltiink
BROWNELL és munkaédtrsai, valamint SOLOMON Altal megadott
elvek szerint. Az A-—=B transzport lényegében egy blolégial
passziv transzport, mely a sejthartyadn keresztill Jatszédik.
A C —3B transzport viszont egy kémiai folyamat.

A négy foszf4t pool kdzdtti kicserédlbdéses, illetve
transzport kapcsolatok adott sémAja definislja a vizsgllt
rendszert leird tracer kinetikal modellt. Csupén a kicse~
rélédéses kapcesolatokat tekintetbe véve a kivetkezbképpen
adhatd meg az elvileg lehetséges 4 kompartmentes modellek
széma. Térben ugy hatarozhatd meg a 4 kompartment helyze-
te, mint egy tetraéder csucsal, mely esetben a tetraéder
élei pedig a kicserélfdéses kapcsolatoknak felelnek meg.

6 41 képvisell a ma:dmé.iisan lehetséges kicserélldéses kap-
csolatokat. Ha nem minden kompartment k8zdtt 411 fenn ki-
cserélbdsds, ekkor ennek megfelelfen ujabb valtozatok adbéd-
nake. Ezen valtozatok bsszegét a kivetkezlképpen adhatjuk

megs

@ * @*@ * (S) +B)+§ =e3 /10.1./



A sor egyes tagjal azon tetraéderek lehetséges szémAt
gzolgaltatJdk, melyek 1 vagy tobb éle mentén nem Jjatszdd-
nak le kicserélddések. A transzport folyamatok figyelem-
be vétele a lehetséges modellek szamat nem noveli, Az e-
gyes poolok koncentricidjénak vAltozdss egyértelmiien meg-
hatérozza a transzport folyamatokat.

BROWNELL és munkatérsai &ltal megadott elv alapjan
lehetséges kivéalasztanl a vizsgélt rendszerrel legtdkéle-
tesebd izomorfidt mutatd modellt. Az 1lzomorfia kivetkez=
tében a modell leginkédbb alkalmas a rendszerben lejatszé-
d6 transzport és kicserélidéses folyamatok egyide]ji vizs-
gélat&ra. Esetiinkben a rendszerrel legjobb izomorfidt mu~-
tatd modellel szemben a kivetkezd kivetelmények témaszt-
hatéka

a/ A BRANSON-féle egyenletek megoldésa a modell ese=-
tében nem ad negativ sebesség értéket. _

b/ Ha valamely sebesség érték kiszémitasa tidbbL£éle-
képpen lehetséges /a modellben kevesebb sebesség szere-pel,
mint shdny egyenlet rendelkezésre 4l1ll/, akkor & nhem azo-
nos uton nyert sebességhek J6 kdzelitéssel egyeanitik kell.

¢/ Az egyenletek megolddsa a modell esetében vala~
mennyi sebességre J6 kizelitéssel konstans értéket kell
adjon.

Amennyiben az g/ é8 b/ feltétel nem teljesiil, a mo-
dell "ellentmondAsossig’-4rdl beszéliink. A ¢/ feltételd
hidnyos teljesillése azt Jelenti, hogy a stacionaritas
nem tokéletes /természetesen figyelembe véve, hogy in
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vitro kisérletek értékelésérbl van s8z6/, de ez nem Jelen~
t1i egyértelnmiien a modell kizérhatéséglt.

- Jelen esetben 63 logikallag lehetséges varidcitbél
kell kivalasztanl a legttokéletesebb izomorf modellt. Az
dspzaktivitéds és fajlagos ektivitds idbbeni valtozésat
mutatd gorbék elemzése lényegesen lecsbkkentl a lehet-
séges izdmorf modellek szémét. A fenmaradé modellekre
pedig alkalmazzuk a BRANSON-éle egyenleteket, és 1gy
mar ki tudjuk vdlasztani az izomorf modellt.

Az egyenletek numerikus értékekkel to6rténd felira-
séndl haszpilt differenciil hinyadosokat a megfeleld gbr-
bék grafikus, illetve numerikus differencidléséval nyer—
ik,

A differenciél egyenletek sebesség értékekre vonat-
koz6 megoldésit a Jbéssef Attila Tudomdnyegyetem Kiber-
nsti.kai Laboratériuma kozremikodésével, MINSZK 22 tipu~
su computer aegitségévei végeztiike

A BRANSON-féle egyenletekkel a kivetkezbképpen lehet-
séges egy adott modellt leirni, mely modell Jelen eset—
ben tartalmazzae az Ssszes kicserélédéses kapcsolatot, ve-
lamint A= B é8 C —B transzportote
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/cspems  Ug P"l/

Wt az index Altal Jelzett két pool kizotti kicserélddéds

sebessége

/ fig Pe pero’
illetve azzal kapcsolatban levé 4 ml Krebs-
Kinger foszfat/.

1, m1™% mosott vordsvérsejt,



A, B, C, Dt az egyes poolok foszfat mennyisége //[ég P, ml"l
mosott vordsvérsejt, illetve azzal kapcsolat-
ban levd 4 ml Krebs-Kinger foszfét/.

Bzen Jjeldlésekoet haszniljuk a tovidbbiakban is.
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ll. BEgyszeri tracer kinotikal modell a "tipusog"
IKdsérletek leiriséra

Ismoretes, hogy a vorosvértestben az egyes foszfo-
proteinsk, foszfolipidek Jjeldlldése igen gyorsan végbe
mehet. Kisérleteink elsd részében ezért negvizsgiltuk,
hogy kell-e szdmolni a savoldhaté foszfat poolon kivil
oGyéb foszLat vegylletek Jjeldldddsével. EBanek elddntéséd-
re Osszehasonlitottuk a vorisvértest bsszaktivités val-
tozésbdt a TCA-8 felilluszbk dsszaktivités nivekedésével
az inkubalds sordm. A 1ll.l: téblazat mutatja ezen két
érték lo kisérlet alapjian meghatérozott dtlageltérése-
it %ban az inkubdlds figgvényeként, ahol a virdsvér-
teat Usszaktivitisét loo %-nak vettik,

A savoldhaté foszfAt és a teljes virdsvértest
Ssszaktivitas értékei kizottl eltérés

InkubAlds < 1
ideje /perc/ 1~ :f%%) o loo
Y -~ 0433
15 ~ 0,82
30 0,06
45 - 1,10
60 0,68
90 0,91
120 . 0415
180 0,80
Imca’ a savoldhaté foszfat bsszaktivitésa 1 ml kimosott
virosvérseJtben

Ivvt‘ 1 nl kimosott virdsvérselt Osszaktivitésa
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A lo.l. tAblézat adatal alapJdn megéllapithatd, hogy
amennyiben a savoldhatd pool foszfAt vegyiiletein kiviil més
foezfat vegyiletek jeldlSdnek 1s a kisérlet sorén, ez &
savoldhatéd pool bsszaktivitéséhoz képest elhanysgolhatbdan
kicsi. Ennek alspjén a savoldhatdé pool mint zért rendszer
tekinthetd kieérletainkben;

Bautén meghatéroztuk 50 kisérletben a négy fomzfat
pool mennyiségének, osszaktivitésdnak és fajlagos aktivi-
tésénsk idbbeni valtozasat.

A poolok mennyiségére vonatkozd eredményeink a kovet-
kezbkes Amig az intracellularis savrezisztens feszfat pool
mennyisége konstans, az extracelluléris anorganikus fosz-~
'fat pool és az intracelluléris amorganikus foszfét pool és
az intracelluléris savlﬁbil foszfat pool mennylsége Jjelen-
t6s mértékben vhltozik a kisérlet soran /180 perc alatt/.
Bzen valtozésok anyagmérlege a k6votkez6képpen adhaté megt

%% * g% + %E -e /1llele/

Bzt az Gsszefilggést tikrbzi a 11l.2. téblézat, melynek
értekes a / $p + §/ 65 a B, X6t tag elvéresst adjhk
Beg a8z 1d8 figgvényében szdzelékosan ugy, hogy a %% to~
kintendd loo %F-nak. A2 egyes értékek 5o kisérlet Atlage-
redményei.

A 11.2. tAblézat adatai alspjén megallapithaté, hogy
8z A, C, illetve B poolok kbzdttli anyagmérleg Jj6 kbzelités~-
sel konstansnak tekinthetd.
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1le 2. géblé.za‘b
Az_extracelluldris, intracelluldris anorganikus és

savlebll foszfat pool anyagmérlege

Inkubdlés ide- %% - % - ) « loo
Je /pexrc/ %
0 4,04
15 - 2,25
20 3,36
45 - 2,88
60 - 3,69
90 - 1,74
120 hd 2;59
180 3,47

/Ay /B/y /C/3 Mg Ps ml"l mosott vbrdsvérsejt,
illetve azgzal kapcsolatban lev$ 4 ml Krebs-—Kinger fosz-
£at.

Az intracellulédris savrezisztens pool mennylsége
50 kisérlet eredményeit &tla-golva a kbvetkezd értéknek
adédotts

D = 314 426/;P/ml mosott virbsvértest.

A mésik 3 pool mennyiségénel idébeni vAltozésa kisér-
letenként is eltérést mutatott. Kilindsen szombetund ez
ag eltérés az intracelluléris savlabil poolnsl. Egyes
esetekben czen pool mennylsége idSben csbkken, valtozat-
lan marad, vagy novekszik. Az extracelluléris anorganikus

foszf4t pool mennyiségli valtoshsa valamennyl esetben csdk-
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keno, tendencidt mutat, valamint az intracelluléris enorga-
nikus foszfat pool mennyisége minden ldsérletben ndveke-
dett. Azon esetekben, amelyekre jellemz8 a savliabil pool
extrém mennyiségl védltozésa, a két mésik pool mennyiségi
valtozdsdt leird 1ddgirbe is eltér attbl, amit az esetek
tobbségében nyerhetiink, természetesen oly mértékben, hogy

a 1ll.1 8sszefilggés érvényesiilésbnek megfelel jen.

A 11.1, 11.2 é8 1ll.3. &brék az intracelluléris savla-
bil foszf4t pool, az intracelluléris anorganikus fosafat
pool és az extracelluléris anorganikus foszfat pool meny~
nyiségének iddbeni valtozését szemléltetik. A kihuzott
vonalak a tipusgbrbéket jelentik, melyek az elvégzett ki-
sérletek minimum 50 %-4nidl leirjdk a vadltozéast maximilisan
5-7 %~08 eltéréssel. Szaggatott vonallal ébrézoltuk'a
maximilis eltérést mutatéd kisérletekben nyert gdrbéket.

A vizsghlt rendszerrel izomorf modell megkeresése soran
elvégzett szémitédsokhoz a tipusgbrbe adatait haszniltuk
fel,

A mennyiségi tipusgirbéket megvizsgllva /ll.1l, 1l.2,
'11.3. ébra/, tovibba figyelembe véve a 1l.1 Seszefiggést,
mely az anyagmérleget definidlja, megéllapithatjuk, hogy
az A és C mennyisége folyamatosan csdkken, és ez a ¢csdk~
kenés a B poolon mint ntvekmény Jjelentkezik. A BROWNELL
és munkatérsal 4ltal Javasolt terminolégia szerint mond-
hatjuk, hogy rendszeriinkben egy A—B és egy C—B transz-
port megy végbe. Ezen két transzport folyamat leiréséra
alkalmas formula megkeresését a MINSZK 22 tipusu compu~-

ter segitségével, girbe kizelitéses eljaris alkalmazésa
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utjén végeztiik.

;lo;o ébrg
Az intracelluléris

savlabil foszfat
pool mennyiségének
valtozésa az 146

figgvényében.

1l.2¢ Se
Az intracellularis
anorganikus foszfat

pool mennyiségének S S

30 60 m; 120 ¢ perc
véaltozésa az 148

fluggvényében.
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1l. 2. ébra,
Az extracelluléaris
anorganikus foszfat
pool mennyiségének
valtozasa az 146

fluggvényében.
1325 i -
3 60 90 (20 iperc
Az A-—-B transzportra nyert figgvénys
- ‘%‘ = l,9.e-°’°2 K /11.20/
A C—B tramszportra nyert egyvenlet:
- ﬁ = 0’3.."0’008t . /11030/

Ezen két egyenlet alapjén lathatd, hogy az A—B
transzport a gyorsabb folyamat.

Az Gsszaktivitéds valtozds 1d6filiggését leird girbé-
ket valamennyi poolra vonatkozbdan azon kisérletek alap-
Jén adtuk meg, melyekben a mennyiségi valtozas leiriaséd-
ra felvett tipusgirbéket nyertik. Bzen Osszaktivités



. g &
osszaktivitos
cp.m. x 0¥

|

140 -

430 -

120

40 -

o7l -

30 4 90

1le5e Hbras
A négy foszfat pool

/A,B,C,D/ fajlagos
aktivitisénak idébeli
valtozasa cecdokkend

ATP szint esetén

120

¢, perc

fajlagos oktivitas
C.p.mjugP

3000 -

2000 T

4000 A

1l.4. abra.
A négy foszfat pool
/A'B’C’D’/ Bsszakti'—

vitasdanak idfbeli

valtozasa,

90 120 ¢ perc
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gbrbék, illetve a memnyiségi tipusgdrbék alapjén sziémi-

tottuk a fajlagos aktivitds értékeket. A savrezisztens
foszfat pool esetében az Osszakitivités tipusgirbe mellett
az eldzbkben emlitett 3137@7P7nl mosott vérsejt atlagér-
téket haszniltuk.

A lle4e dbra szemlélteti mind a négy pool Gsszakti-
vitds 1d6gorbéits A 11.5. ébra a fajlagos aktivités iddgdér-
béket mutatja mind a négy poolra vonatkozdan.

Az aktivités girbék adatal alapjan mindenekeldtt
megAllapitottuk,; hogy mindhéarom intracellulédris pool je-
lentds mértékben Jeldlédik. Bz a tény mér Ommagdban is
cedkkenti bizonyos mértékig a logikailag lehetséges mo-
dellek szémét. Ennek dapjin ugyanis kizarhatdk mér azok a
varidcidk, melyek csupén egyetlen kicserélidéses kapcsola-
tot tételeznek fel a transzport folyamatok mellett. ZEgyet-

folyamatok melletts Hgyetlen kicserélddéses kapcsolat, u-
gyvanis barmelyik két pool kdzdtt legyen 28 az feltételez-
ve, még az A—B, illetve C-—B transzportok mellett sem
teszi lehetdvé mind a hérom intracellularis pool Jjeldlo-
dését. Bgyetlen kicserélidéses kapcsolatot tartalmazd mo-
dellek széma (g) = 6. Marad tehdt 57 logikailag lehetsé-
ges modells

Bz a szim még tovibb csdkkenthetd, ha részletesebben
tanulminyozzuk a lle4s é8 a 1le5s &brédk gérbéi 4ltal ki-

fejezett kisérletli eredményeket. Az A-bdl, illetve C-bél
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B felé irdnyuld transzport &ltal szdllitott Osszaktivitas
mennyiségét ha megnézzuk, azt bapasztaljuk, hogy az a
70+.=-80+ percig lényegesen nagyobb, mint a B-ben éppen
jelenlév& Osszaktivités mennyisége, azazt

o, 05 > P Y

Bz azt jelentl, hogy a B poolnak legaldbb egy olyan
poollal kicserélddéses kapcsolatban kell &llnia, mely-
nek fajlagos aktivitdsa a B ppolénél kisebb. Ez a pool
rendszerinkben c¢sakis a D pool lehet, miutidn a 30.=40.
perctdl kezdve mar ac > 33. Megéllapithatjuk tehat, hogy
a vizsgdlt rendszerrel izomorf modellnek feltétleniil
kell tartalmaznia a B == D kicserélédéses kapcsolatobe

A 704-80. perctél kezdbdben médosul a ll.4. Gssze-
figgés a kivetkezldképpens

s, + F 5« (—13? /11e54/

Megvéltozott a g-x? és a transzport folyamatok
éltal szdllitott Osszakbtivitis viszonya. A 1ll.5. Ossze~
figgés azt Jjelenti, hogy a B poolnak egy mdla nagyobb
fajlagos aktivitésu poollal is kicserélidéses kapcso-
latban kell 4llniaes Ez lehet az A wvagy a C pool, e~
setleg mindkett,

Az Sg még alkor is tovabb nivekszik, amikor mar
Sc> BB> SD « Ekkor mér csak az A pool fajlagos akti-
vitésa nagyobb a C poolémnal, igy Sg tovébbi nivekedé-
se csak wgy lehet, ha a rendszerben fenn all az |
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A=—C kicserélidéses kapcsolat.

Bzek alapjan rigzithetd az izomorf modell két ki-
cserélddéses kapcsolata, a B=—D és az A=—0C kicseréli-
dés¢ valamint megallapithatdé, hogy az A=B, illetve

=0 kicserélddésnek léteznie kell., Igy a logikailag le-
hetséges modellek széma igen lényegesen lecsdkken és a
kbvetkezbképpen adhatd megs

SRS RY Y B R

A tovébbiakban erre a 12 modellvaridcidra felirtuk
a BRANSON~féle egyenleteket, majd valamennyi idbpontra
meghatéroztuk a sebességek numerikus értékeit. Az egy i-
ddponthoz tartozd sebességeket két eltérd uton hatiroz-
tuk meg. Azon modelleknél, shol adott idbpontra tibb e=-
gyvenlet 411t rendelkezésre a széamitashoz, mint ahiny se-
bességet meg kellett adni, ezen két értéket egymastédl fig-
5etlan.egyenletek felhasznilasaval nyertiiks Az 5, illet-
ve 6 sebességet hasznild modellek esetében, ahol adott
idbpontra csupén ennél kevesebb egyenlet irhatd fel, ezen
idépont lo perces kirnyezetének két szélsd értékére alkal-
maztuk a BRANSON-féle egyenleteket, és azok kozds megoldé~-
saval nyertik a sebesség értékeket.

A 12 logikailag lehetséges modellvaltozat kizott csu-
pén egyetlen olyan modellt talaltunk, amely a vizsgllt
iddintervallum befejezd kicsiny részétdl eltekintve kielé-
gitBen teljesiti az izomorfia kordbban emlitést nyert fel-
tételeits A rendszerinkkel izomorf modéll sémijat a 1ll.6e.
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édbra, és ezen modell sebessgég értékeit a lli4. t4blazat
mutatja. Lathaté, hogy hhrom kicserélSdéses kapcsolatot
tertalmaz az izomorf modell a transzport folyamatok mellett.

A 1li3. 85 1lls4s téblézat sebesség értékeit két el-
616 uton hatéroztuk meg. A 1ll.3. téblézat szemlélteti,
hogy & ksiérlet teljes iddintervalluméra vonatkozbdan egyik
vegy mAslik sebesség esetében negativ &rték adddott a téb-
lézaton szerepld mind a 11 modellnédl. A 1lli4. téblézaton
l4thaté, hogy a rendszeriinkkel 1zomorf modell esetében ki-
zérdlag egyetlen mérési pontban /a 180 perces kisérlet u-
tolsé idépontjdban/ csupsn egyetlen sebesség /W,./ ad ne-
gativ sebessgdg értéket. Bzen modellnsél igen j6 az eltérd
uton szémitott, azonos idSponthoz tartozé sebesség érté-
kek egyezése. J6 kbzelitéssel teljesiti ez a modell a sta-
cionarités kovetelményeit a Wao utolsd éxrtékétsl eltekint-
ve.

Tehdt az elébbiek elapjan azt mondhatjuk, hogy a 1ll.6.
&brén léthatd modell Jjé1 értelmezl a mérések eredményelt
a kisérlet befejezd rivid szakaszatdl eltekintve. Klelé-
gitben teljesiti ezen modell az izomorfia feltételelt.

Ellenérzésképpen végil elvégeztik a kiasérleti gor-
bék viselkedése alapjan kizart, de logikesilag lehetséges
tosszes tobbl modellvariécié esetében is a BRANSON-féle
egyenletek megoldasit és a scbesség értékek numerikus meg-~
hatarozasit. Ezen szémitds eredménye wnegerdsitette az e-
l6z6ekben mondottakat, miutan kizérdlag ellentmonddsos
modellvariédcibédkat eredményezette
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11e2. Toblazat
12 logikailag lehebsémes modell kOzil a 11 ellentmondad~
modell s és g hozzdjuk tartozd negabiv sebes-
8ég ériékek
7/ g Puperc'l.ml'l mosott vérsejt, illetve azzal kapcso-
latban levd 4 ml Krebs-Einger foszfat.

2.Moalell

1. Modell

15 - 00639 | -~ | =139 | -

30 - 0,138 - - o

% : . - |~ 13,5
o - - - |- Ties
90 - - - |- 2,327

120 - - - - 04650
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1led. tébléazat folybatiasas

4 Modell
- A
P
/
, \
/
4
B = —
3. Modell ~ _ e
D

D
Negativ sebességek
Inkubédléas
ideje 3+ Modell 4, Modell
/pere/
Wéﬁ WBQA
0 - 5!132 g 39746
15 -12,196 - 3,092
30 - 7,403 - 0,558
45 - 9,153 - 1,366
©o -14,9%6 - 1,852
90 -15,075 - 1,494
120 -31,541 - 0,991
180 - -
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1ls3. téblézat tatdsas

5. Modell

-, A

6. Moadell

D
= C
V
D
Iakub b Negativ sebességek
léﬁ,*"“ 5. Modell 6« Modell
/oere/ w s
AB (3
° ~ 24806 -112,687
15 - 3,708 - 10,869
>0 - 1,493 - 2,179
45 - 2,194 - 2,303
6o - 5,186 - 2,080
e = 5,986 - 0,973
- - 0,176 ~ 0,345
180 & o




11le3s t& lazat £

-~ A

7Z Modlell
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tat

8. Modell
- A

’
B .,
Negativ sebességek

Inkubée
lag i- 7« Modell 8¢ Modell
de je

/pere/ jgg WBQ_ Wsp

0 ~2.107 - - 0,298
15 “ o 1" - 1,243
30 - - -0,368
45 ~2,113 - - 0,837
60 - - - 1,604
90 . . op 1’325
120 - - - 0,162
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ll.%2. ¥éblézat folvtatisa:

9. Moctell

10. Moatell
-~ A

; D
_____ C
|
D
Negativ sebességek
Inkuba-
las i~ 9. Modell los. Modell
deje
/pere/ jgp wAQ_ EQB
0 - 9,958 g - 0’102
15 - 4,382 - - 1,150
30 - 2'344 hd i 0,34'0
45 - 2,496 - - 0,679
60 - 4,718 - - 1,317
g0 - Dsd54 i - 0,900
120 - -0,625 - 0,015
i8o - v -
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1le3¢ téblazat folytatasas

. Moaell
A
\Q§§§§§§§b
4’/ C
\
D

Wegativ sebességek

o
dgjﬁ” 11, Modell |
/perc/ ngy
0 * Fodels
15 - 1,4.107
30 - 7,00107
45 - 5,04107
60 “ Libe2e’
9¢ - 1,0.107
120 -
180 -

1164 ébraz
A csdkkend ATP szint

esetén a rendszerrel

izoworf modell séma-

j&o
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1l. 4. Téblézat

A csdkkend ATP szint esetén a rendszerrel izomorf

modoll sebenség értékel
{7@7 P.perc” 'aml -1 mosott vordsvérsejt/

Inkub&lés Bebesség értékek
ideje ~ W L L
—ipeze/ . - :

o 0,626 1,410 04569
15 0,671 3,047 0,8%0
30 1,012 2,738 1,032
45 1,223 1,003 1,le4
60 1,580 1,562 1,301
90 3,117 1,874 1,322

120 70341 1,792 1,371
180 5,653 1,060 1,586




12. A "tipusos"-t61l eltérd kisérletek

modellanslizise

Kisérleteink eredményeit tekintve nagyfoku vidltogé-
konysag vehett észre. Ezt J61 mutatjék a 1l.le., 1l.2. és8
1l.3. ébrék gdrbéi, melyeken az intracelluléris savla-
bil foszfat pool, az intracelluléris anorganikus fosz-
£4t pool 68 az extra celluldris anorganikus foszfat pool
mennyiségl vAltozésa lathatd az. 1496 figgvényében. E harom
pool kiozill a savlabil pool kiemelkedd a vAltozékonysag
szempontjabdles A "tipusos'-tdl eltérd valtozésokat mind-
harom &4bran sgaggatott vonalsk szemléltetik.

A savlabil foszfat pool "tipusos'-tdl eltérd mennyi-
ségl vAltozésénak két extrém varidnsa a kivetkezd /ll.l.
&bra/s

a8/ Bxponenciédlisan csdkken iddben a savlabil pool
foszfor mennyisége.

b/ Szémottevien nem valtozik, vagy kismértékben nb-
vekszik 1d8ben a savlabil poél foszfor mennyisége.

Az exponenciélis cstkkends azt Jelenti, hogy a fo-
lyamat kezdetben gyors, aztén lelassul. Bz a Jelenség
nen magyeradshaté az anyagcsere romléséval, esetleges in-
stabilitésdval. Ha ugyanis az anyagcsere romlésa okozna
a savlabil pool csdkkenését, akkor nem egy exponenciilis
gorbe lefutésénnk felelne meg ez a valtozés, azag idBben
nem egy lassuld, hanem egy gyorsuld folyamstot eredmé-
nyezne. Bz a tény arra enged kivetkeztetnl, hogy a sav~
labil foszféat pool csdkkendse valamilyen enzim hatésé-
val értelmezheté.
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Végeztiink direkt ATP meghatérozéssal is kisérlete~
ket, melyek szerint a savlabil pool tikéletesen képvise-
11 az ATP poolt. Ennek figyelembe vételével moddbat juk,
hogy a savlabil pool szintjét megszabJék egyrészril
az anyagcsere folyamatok, melyek ag ATP feléplilését
jelentik, mésrészrdl az intakt vordsvértest ATP-dg akti-
vitésa, mely az ATP lebomlésat eredményezi.

Ismeretes, hogy az ATPAz mint SH-enzim érzékeny,
labilis. A plagmébdl a vorisvértestre adszorbedlédé olyan
komponensek, melyek mosésasal nem tévolithaték el, mint
ple. a szabad gsirsavak, peptidek, aktivalhatlék, vagy géa~
tolhatjék az ATPazt. Az ATP szint variabllitésa az ATPAz
aktivitasanak differencidira utal.

A cBdkkend 68 a stdbklis savlabil poolt mutatd vari-
4nsok esetében ag egyes fos8zfAt poolok Osszaktivitis ér-
tékel lényeges eltérést nem adnsk, mig a fajlegos aktivi-
tds értékel igen. A 1l.5. és 12.1. ébrat Ssszehasonlitva
léthatd, hogy csupdn a savlabil pool fajlagos sktivitésé~
nal van killonbség, Ahol a savlebil pool mennyisége csdk-
ken, ott a fajlagos aktivitlsa gyorsan eﬁelkedik, és met-
8z1 az extracellularis anorganikus foszfat pool fajlagos
aktivitis gorbéjét /11l:5. ébra/. A stabilis savlabil pool
fajlagos aktivités gtrbéje viszont alig emelkedik, és igy
nem metszi az extracelluléris anorganikus foszfdt pool
fajlagos aktivitas gbrbéjét /12.1. &bra/. Mindkét varidns
anyagcsere szempontjdbél nem mutat killbnbséget, a tejsav

termelése azonos.

A kisérletek tobbeégében a savlebil foszfor, illet-
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ve az ATP szint csbkkent. Altaldban az irodalomban kSzdlt

hasonld vizsgélatok olyan adatokat szolgdltattak, melyek
szerint a savlabil foszfor illetve ATP szint nem vilto-
zike Sajat kisérleteinkben azt tapsztaltuk, hogy a vérds-
vérsejteket azonnal a vérvétel utén felhasznilva a kisér-
lethez, 4ltalédban cstkkend ATP girbét kapunk. Ha a vi-
risvérse jteket vérvétel utin 4-5 bdrédig hiitdszekrényben
taroljuk, és ezutén haszmiljuk fel kisérlethez, az ATP
gbérbe altaléban nem véaltozik, vagy enyhén nivekvd ten-
dencidt mutat. Bz a tény is témogatja az ATP csikkenés
kinetikédja alapjin levont azon kivetkeztetésiinket, hogy
nem az anyagcsere viszonyok romlisa eredményezi az ATP
szint csikkenését, hanem valamilyen eznim aktivitésa.

fajlages oktivitas
cpmjugP

A négy foszfat pool
/AyB,C,D/ fajlagos

- aktivitasénak idbbeli
3o ‘0 % @20 tperc valtozésa standard
ATP szint esetén.
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12.2. &bra,
A standard ATP szint

esetén a rendszerrel
izomorf modell sémé-

da-

Standard ATP szint esetén megszinik a ¢ —B transz-
port, de ugyanakkor fellép az A== kicserélidés. Izen
esetben izomorf modedl sémajit szemlélteti a 12.2. &bra,
melyhez tartozd sebesség értékeket a 12.l. téblazat tar-

talmazza.

modell sebesség értéked
J /49 P.perc"l ml"l mosott vordsvérsejt/

Inkubdaléas ‘ Sebessép értékek
ideje /perc/ W W

/) AC 5D
0 0,886 1,474 13,056
15 0,907 1,564 59970
30 1,424 1,142 5,213
45 245000 0,839 59322
60 2,522 0,658 4,639
90 2,486 0,322 4,442
120 1,685 043519 5382
180 0,171 04257 2,137
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13. Eltéxo fiziolégiai viszonyok tanunlminyozédsa

13.1. Hipoténids kdzeg alkelmazésa

Ismeretes, hogy & hipoténie olyan mértékben alkal-
mazva, emig nem okoz hemolizist, fokozza a vordsvértest
foszfat transzportJidt. Eisérleteinkben a hipoténids kd-
zeget az credeti Krebs-Ringer tépoldat desztillalt viz-
zel torténd higitésa utjin nyertilk, melynek Usszetétele
a kbvetkezbképpen mbédosuls

Nas 0,059 M

K 3 '0,00255 M

Mgs o0,00125 M

Cas 0,00055 M

Na,HPO, - ReH,PO, & 0,005 M

glukbzt 0405 %

Ilyen.hipoténia mellett kisérleteink soran hemolizis-
nek nyomat sem b82leltilk,

A hipotdénia eredményezi, hogy a vordsvértestek membran~
Janak pérusai kitédgulnsk és ennek kdvetkeztében megnivek-
s3ik a foszf4t transzport mértéke. Bz magyarézza, hogy az
est:raoellulé.ris anorganikus foszfat szintje iddben csdk-
ken hipotdnias kozeg esetén a kontrollhoz viszonyitva, va-
lamint az intracelluléris anorgenikus foszfat szintje pe-
alg nb /13%.1l., 13.2. ébra/., Az extracelluldris és intra~
cellularis anorganikus foszfat poolok kdzdtti transzport
/A —~B/ sebessége tehét megnStt. A savlebil és a savrezisz-
tens foszfat szint lényegesen nem valtozik hipoténia ha-
téséra.



Az Osszaktivitéds gdrbék hipotdénia hatiaséra az extra-
cellularis anorganikus foszfat esetében alacsonyabban, az
intracellularis 3% poolnil pedig magasabban futnak a kont-
rollhoz viszonyitva /l3e¢3e¢, 1l3sls, 1345« 13.6. &bra/.

A fajlagos aktivités gbrbék az Osszaktivitas girbék-
kel azonos irdnyu valtozdst mutatnak, mely viltozds mér-
téke viszont nagyobb a hipoténiés és kontroll kisérletek
k8206t /13470y 1384y 1349¢, 1l3sloe &bra/.

A hipoténia nem befolyidsolja a virdsvértest tejsav
termelését, tehdt az anyagesere nem valtozike

1300 |

1200 - . .

13,1, dbrae. Az extracellularis anorganikus foszfat
pool mennyiségének idbbeli valtozésa hipoténiads és
kontroll /izoténids/ kizegbene



MgP

« Sbra.
Az intrecelluléris

150 1

anorganikus foszféat

{00

pool nmennyiségének

- idbbeli valtozésa

hipoténias és kont=-
roll /izoténias/
kbzegben.

3o 6o 90 120 150 ¢t perc

4404

400

s 2 BDISe
Az extracelluldris
anorganikus foszfat
pool Osszaktivitisé~
nak idébeli valtozd-
sa hipoténids és
kontroll /izotbénids/ o e %0 1o 150 bperc
kézegben.

350




cp.m.x 107

A3. ke GbTae
Az intracelluléris an-

organikus foszfat pool
Usszaktivitiasanak 1d0-
bell valtozésa hipotd-
nias és kontroll /izo-
tonids/ kizegbens

3oo

{100

30 60 90 120 150 t perc

200

. LTEe

Az intracellularis
savlabil foszfat
pool Gsszaktivitisé~
nak idéveli valtozésa
hipoténids és kont- W s s w0 i tper
roll /izoténids/ ki-

100 1

zegben.



)

JD
c.p.m.x 10? ! i - § égxg .
o Az intracelluléris sav-
rezisztens foszfat pool
s Usszakbivitdsanak idd-
“U
200 ol beli valtozdsa hipotd-
A nids és kontroll /izo-
“ ténids/ kdzeghena
0 pA %0 10 150t perc
Sa
cp.m.[pugP
|
3000 -
{
L3.7. Sbrae
Az extracelluléris
2900 -
anorganikus foszfat
pool fajlagos akti-
vitasénak idéfiggé-
se hipoténids és 2000

kontroll /izoténids/

kizegben.

30 6o 90 120 150 tperc



-9 -

4000
30 ‘o 20 120 150 t,p:
5‘.
c.p.n/,,ﬂ
l
15.20 é.brg; -
Az intracellularis —
savlabil foszfat
pool fajlagos akbi- S
vitésanak 1d6fiiggé~ -

se hipotdénids és
kontroll /izoténias/
koézeghen.

L

13,8, Sbra.
Az intracelluliris anor-
ganikus foszfat pool faj-
lagos akbtivitisanak 1d46-
fliggése hipotdénids és
kontroll /izotbénids/ ko~

zegbene

FY) 60 90 120 150 ¢ perc
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e e i3.10. &bras

Az intracelluléris
6001 savrezlisztens fosz-
£4t pool fajlagos
aktivitisinak 1d6-
fiiggéze hipotdnids
és kontroll /izotd-
nids/ kizegbens

600

400/

200

Jo 60 90 120 /.'w t perc

Ismeretes, hogy magasabb pH-ndl a glikolitikus
anyagesere mértéke megnd, mig alacsonyabb pH-nél csdk-
ken /%6+/+ Ugyanakkor azonban a pH c¢cslkkenése fokozza
& passziv amion transzportot, tehat a foszfat transz-
portjat is /30e4/.

Két fizioldgidstdl elvérd pH hatasdt vizsgadliuk, még
pedig pontosan a 6,8 és 7,8 pH-ét.

A 13e1lls, 13612+, 13.13. és 1%.14 4dbriak szemlélte-
tik a négy foszfat pool mennylségi valtozasat idében. Lat-

haté, hogy 6,8 pH mellett az anorganikus foszfat transz-
vort mértéke megndétt, valamint a savlabil girbe alacso-
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nyebban fut, nint 7,8 pH-nsl. Ez utbébbit a glikolizis
csbkkenése okozza. A savrezisztens foszfat mennyisége
nem valtozik kildnbozd pH hatéséra.

Az Gsszaktivités és fajlagos aktivitas girbék azo-~
nos viszonyt mutatnake A 134164, 13417., 1320+ és 13.21.
dbrikon léthatd, hogy 6,8 pH-nil az intracelluliris an=-
organikus foszfét és savlabil foszfat Usszaktivités és
fajlagos aktivitas értékei magasabbek, mint 7,8 pH-an.
A méasik két poolra vonatkozéd Usszaktivitis és fajlagos
aktivités értékek viszonya pedig forditotte /1l3+15.,
13.18., 13.194, 13422+ &bra/s

LgP

1400

Le 78 pH

66 pH

700

T T —

Jo 60 90 /120 {perc

13,11, ébra. Az extracelluléris anorganikus foszfat

pool mennyiségének iddbeli vdltozésa fizi-
olégiastdl eltérd pH-ék mellett.



/1_9/'7
200 -

{00 -
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lﬁtlia ébraz

Az intracelluléris
savlabil foszfat
pool mennyiségének
idébeli valtozésa
fiziolégidstbl el-
térd pH-dk melletls

90

120 é perc

5e12e &b

Az intracelluldris
anorganikus foszfat
pool menmyiségének
id8beli valtozdsa
fizioldéglastél el~

térd ph-ék mellett.
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a
MgP
$001
400+ 78 pH
o
1
6o pH
300+
2001
400 4
o + v v —e
30 6o %0 120 { perc
A
cPp.m,
|
el
1515. abra.

Az extracelluléaris
anorganikus foszfét
pool Osszaktivitiséd-
nak iddébeli valtozésa
fiziolégidstdl eltérd
pH-ék mellett.

s
2:40

]
40 -

15t14. ébga,

Az intracellularis

savrezisztens fosz-
fat pool mennyisé-
gének iddbeli véal-
tozdsa fizioldgids~
61 eltérd pH-ak
mellette

Jo

6o 90 120 t perc



- 97 -

Is
C.P.M.
4
3-40 |
L:’zgléo ébg&o
2.40 ] Az intracelluléris an-
orgenikus foszfédt pool
Osszaktivitésénak idb-
4
410 - beli vidltozdsa fizio-
logidstdl eltérd pH-dk
mellette
3;7 c'a 9ro l'ao tperc
Je
cp.m.
4
340"
1517 dbrae

Az intracellularis
savlabil foszfat

pool Osszaktiviti-
sanak idbébeli valto-

zasa fiziolégliastél 0 60 90 120 ¢ perc
eltért pH-&k melletls
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Jo
340 ] :
1518s dbras
09\‘ Az intracellvliris save
Ww/°
240 rezisztens foszfit pool
3 Geszaktivitisénak 1d6~
belli valtozasa fiziold-
4 4 gidstbl eltérd pH-dk
melletts
3o ;a 9r0 Ie'a Zporc
a
c.p-mfjsgP
k
3000 -
w
2000 78 pH )
abx
Az extracellularis an- 1000 |
organlkus foszfat pool
fajlagos aktivitisanak

1d6flggése fiziolégids~ "
61 eltérd pH-ék mellett.
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<P-m/lgp
3000 -

13.20, Gbrae

Az intracellulédris an-
organikus foszfat pool
fajlagos aektivitésansk
idéfiggéee fiziolégibs~
61 eltérd pH-ak mellett.

do 60 90 weo L pf—c

c P'%h//l gp

3000 |

2000 |

13s21e 8bXae

Az intracellularis Joon |
savlabil foszfat
pool fajlagos akti-
vitésanak idbfiggé- ' ' ; :
se fiziolégidstol Jo &0 90 120 {perc

eltérld pH-4k mellett.
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So
cpn.//c’P
3000 - l 20 e
Az intracellulsris
2000 -

savrezisztens foszfat
pool fajlagos aktivie
tésdnak 1id0flggése
fizioldgidstdl elté~
rd pH-dk melletis

A savlabil foszféb csdkkenés girbéjének exponencii-
lis Jellege bizonyliték arra, hogy nem a sejt anyagcsere
romlésdnak eredménye az ATP bomlésa. Ennek ellenére meg-
néztik, hogy az anyagcesere mbédositésa milyen hatast e-
redményez a savlabil pool vialtozésairas A szerzbk t6bb-
sége ilyen esetben anyagesere inhibitorokat alkalmaz.
Bzek hatasanak megitélése virisvértest esetében altaléd-
ban nem lehet egyértelmii, miutén ezen anyagok nemcsak
az anyageserét befolyiasoljik, hanem még ismeretlen mé-

don kdzvetleniil a membrin funkcidkat is. Mi ezért a glu-
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' kéz hatésat vizsgéltuk. Kisérleteinkben glukéz mentes
Krebs-Ringer foszfatot haszniltunk, és a kontroll 0,1 %
glukdz tartalmu Krebs-Ringer foszfat volwb.

A savlebil foszféat csbkkenés girbéjének tipusa gflu
kéz nélkili kozeg hatésara nem valtozott, csupén a kontroll-
hoz képest kaptunk csBkkend értéket /l3.23. abra/.

A 134244, 154250, 134264, é8 135.27. 4orékon lathaték
az Usszakbtivités gbirbék. A savlabil és a savrezisztens pool=-
ba inkorporialédd foszfat mennyisége csikkent. A mésik két
pool Osszakbtivitids gorbéd szémottevien nem valtoztaks

A fajlagos aktivités girbékre /13.28., 13.29., 13.30.
1%2.31. ébra/ az Gsszaktivitds értékek alapjin vérhaté ered-
ményt kaptuk, kivételt képez a savlabil pool /13.3%0. dbra/.
A savlabil pool fajlagos aktivitésa glukdz nélkil nagydbb,}

40 - e, Az intracelluléris sav-
9/vkoz néiy
20 . labil foszfat pool meny-

-— nyiségének idbbeli val-
tozasa glukbéz bartalmu
és glukéz mentes kizeg-

ben.
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mint glukéz jelenlétében, valamint a glukdz nélkili gdrbe
lényegesen meredekebb, mint a kontroll, annak ellenére,

hogy a 13.26. 4bra szerint az inkorporilidott mennyiség

kisebbs PTermészetesen a savlabil foszfat mennyisége lé-

nyegesen gyorsabban csdkken glukdz néslkil az inkubdléas

7
soran. c.p:».
A
.Wo".
440’-
1524 &bras
5
Az extracellularis an~ wiad
organikus foszfat pool .
2"0 1
Osszakbivitidsanak iddé-
beli valtozdsa glukédz 410 ]
tartalnu és glukdzmen~
tes kizegben.
I8
C.p.rn,
340’-
240']
440']
30 éo 90 120 ¢ perc

Jo

é0 90 120 f,pm

13,25, &bras

Az intracelluléris an-
organikus foszfat pool
Osszaktivitisénak 1d8-
beli valtozdsa glukdz
tartalmu és glukdzmen-

tes kizegben.,
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e
c.p.m,

340 "

240" .

‘
140 -

30 60 S0

lﬁogz ° ébrg.

Az intracelluléris sav-
rezisztens foszfat
pool Usszaktivitasé-
nak idébell valtozé~-

sa glukdéz tartalmu

és glukézmentes ki-

zegben.

IIO ‘, P‘rc

w0’

13.26, ébra
Az intracellularis sav-

labil foszfat pool

Gsszaktivitésénak i-
dbbeli valtozésa glu-
kéz tartalmu és glu-

kbézmentes kbzegben.




1000 -

12,29, dbrae

Az intracelluléris
anorganikus foszfat
pool fajlagos akti-
vitésdnak idbfiggése
glukéz tartalmu és
glukbézmentes kizeg-

bene.

%0

120 t perc

c.p-m|jugP
Jooo ﬂ“

2000 -

13.28. ébra,
Az extracellularis

anorganikus foszfat
pool fajlagos akbti~
vitidsdnak idéfuggé-
se glukdéz tartalmu
és glukézmentes kd-

zegben.
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ik 13,30, ébra.

Az intracelluléris
savlabil foszfat pool
fajlagos aktivitésanak
idéfiiggése glukodz tar-
talmu és glukézmentes

kdzegben.

2000

13.31. &bra.

Az intracelluléris

savrezisztens fosz~

fat pool fajlagos ak-
tivitésénak idéfiggé-

se glukdéz tartalmu és

glukdézmentes kdzegben.
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13040 Sitrat ion tésa

PASBOW, velemint GARBY megéllapitotték vizsghla~
talk sordn, hogy a citridt ion egydltalén, vagy alig pe-
netril a virdavértestbe. A citrit ion nem befoiyésovlda
a virbavértest anyagoseréjét, de vizsgilataink sorén
irodalmi adatokkal egyezfen megfigyeltilk, hogy fokozza
a vorbsvértestbe torténs foszfat inkorporaciét. Miutan
amint emlitettiik, a citrdt ion a sejtbe nem hatol be,
és a sejt anyagoseré jét nem befolydsolja, igy olyan ha-
téssal 4llunk szemben, mely csak a virésvértest membré-
non Jbhet létre.

A 13324 68 13.33. ébrékon az extracellularis és in-
tracelluldris anorganikus foszf4t mennylségének 1ddbeld
valtozdsdt dbrazoltuk. Az extracelluldris anorganikus
foszf4t gyorsabban csdkken, az intracelluldris anorgani-
kus foszfAt gyorsabban nd a kontrollokhoz képest. Ex a fosz-
£4t transzport Jelentds nivekedését Jelenti. Nem vAlto-
zik ugyan-akkor citrit ion hataséra gem & savlabil, senm
a savrezisztens foszf4t mennyiségé.

A 13.34. é8 13.35. 4brék az extracelluldris és intra-~
celluléris anorganikus foszfAt poolok fajlegos aktivitiss-
nak 146gdrbéit mutatjdk. Mindkét pool esetédben citrat ion
hatidsadra alacsonyabban futnak a fajlagos aktivitds gbrbék.

A 13.36, 68 13.37. &brikon a savlabil, illetve a sav-
rezisztens foszfat pool fajlagos aktivitas girbéi lathaték.
Citrat lon jelenlétében mindkét pool esetében magasabban



futnak a fajlagos aktivitéis giérbék az elébbi két poollal
ellentétbens

o 13.32. &bras

oo | Az extracelluliris an-
1300 | \\\. P organikus foszfit pool
1200 | i st nennyiségének idébeld
oo | St véltozdsa citrit ionm
oo - P 2 s0 e Jelenlétében és cit~

rat ion nélkiil.

l' i oiig &1‘55

Az intracellularis
anorganikus foszfét
pool mennyiségének
iddbeli valtozésa
citrat ion jelenlé~-
tében és citrat ion
nélkiil.

0 60 %0 120 ¢, perc
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Az extracelluléris an-

~ organikus foszfét pool
2000 | fajlagos aktivitéasénak
idsfiiggése citrat ion
4000 | Jelenlétében és citrat
ion nélkiile
3'0 60 l;o f,;rc
%
c.p-miughP
4000
3000 |
li: 22 « Gbra.

Az intracelluléris an-
organikus foszfat pool
fajlagos aktivitasanak
idbéfiuggése citrat ion
Jelenlétében és citrat
ion nélkiil.

30 60 90



léo iz e abrae

Az intracelluliaris
savrezisztens fosz-
f£at pool fajlagos
aktivitésanak 1ddé-

fuggése citrat ion
Jelenlétében és
citrat ion nélkiil.

. |
2

13:36s 8brae
Az intracelluldris sav-

labil foszfat pool faj-
lagos aktivitéséanak i-
dsfiiggése citrat ion
Jelenlétében és citrat
ion nélkiil.

120 ¢, perc
Sp
cp.miugP
4000 |
3000 +
o
~
-~
2000 ¢ d
T o
&
s
A y °
ol
4000 il ./ /. ‘wt'
/
4
/
o t T + ¥ Ran
o 60 v 120 ¥ perc
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14. edménye epzblé

Vigsgllataink sorin mindensk elétt az az ésgrevételiink
adddott figyelemre mélténak, hogy a foszfat frakeid valto-
zésa a vizsghlt rendszerben, elsbsorban a savlabil pool
valtozésa ':lgen Jelentds ingadozést mutatott a kiildnbdzd
donorokfél ssz vérek esetén. A 1ll., fejezetben defi-
nidlt a::yaéuéx‘leg vizggllata azt mutatta, hogy ezen inge-~
dozénokért a savlabil pool tehetd felelSssé, és a tobbi
poolok eltérdsel csupln ennek kovetkezpényel az anyagmér-
leg 4ltal megsgabott médon /1l.l. egyenlet/. Osszehason~
1itva a 11.5. 68 12. l. &brékat, még inkébb szembetiind
hogy az &ltalunk "tipusost-ként kivdlasztott varidns,
melyben az ATP pool az inkubdlds sordn osdkken, és a kKon~
stans ATP poolt mutatéd varidns csupén ez ATP fallagos ak-
tivitas gorbékben mutat eltérést., Miutan a két viltozat
anyagceeréjében semmi olébést nem taldltunk, egyetlen
magyardzatként fel kellett tételezni, hogy e killnbségekért
az intakt sejt vdlamijon ATP4z aktivitésa tehetd felellssé.
Exrre utal tobbek kzttt azon megfigyelésiink is, hogy a
sejtek kisérlet elbttl taArolébsa nagymértékbon befolyl-
solja az ATP pool viselkedését inkubélés sordn andliil,
_hogy ez anyagcseres barmiféle eltérést mutatna. A 1l. fe-~
Jezetben C —B "transzportt-ként definidlt savlaebil fosz~
£4t ostkkends kinetikdjJa /1l.3. egyenlet/ ugysncsak azt
bizonyitja, hogy eznimaktivités jatszik szerepet. Miutan
az ATP bomlésa egy specifikus folyamat, az intakt sejt
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valamilyen ATPAzédnak szerepét kell feltételezniink. Arra vo-
natkozdban, ’hogy a kiilénbsz6 szerzdk Altal leirt ATPAzék ki-
ziil melyik Jé&tszik szerepet, természetesen vizsgdlataink
nem adﬁak folvilagosithst /37+, 38./+ Azt kell azonban
mondanunk, hogy renszexiink tracer kinetikai analizise a
foszLat &ahszpoxft,k:ieserélﬁdés és anyagcsere folyamatok
eé,yide;!ii ﬂésgélata mellett lehetbvé teszl, hogy informa-
clot weﬁﬁuﬁk;ga intakt seldt ATP&z aktivitiséra vonatkozbane.

A tracer kinetikal modellanalizis cldnye rendszeriink
esetében igen sazbépen demonstrélhatée A kisérleteink soran
megfigyelt kiilonbdz6 varidnsokat nem agiikkséges olymddon
vizegélnl, hogy a2z analitikal adatokat statisztikusan &t-
lagoljuk. Ilyen eljérés rendszeriink esetében helytelen len-
ne, miutin az egyes varifnsok kidzott kvalitativ eltérések
nmutatkoznak. Lehetévé valik azonban az egyes variénsok ki~
16n torténd elemzése teljesen egységes elv alapjén, telje-~
sen azonos médon. Ezért rendikiviil sokat mondd az instabil
és konsi:ans variéns esetén nyert modellek Jsszehasonlita.
8a /11.6., 12.2, &bra/. A 11l.6. &bran l&thaté, hogy as in-
stabil ATP pool esetében a rendszerrel izomorf modell tar-
talmazza 8 B==C kicserélédést a C—»B "transzport" mellett.
Bz a kicserdl8déses kapcsolat kvantitative jellemezheti
az intakt sejt ATP4z aktivitésat. A C*==B "transzport"
ugyanis, mely az ATP pool csbkkendsének brutté értékét
adja, az anyagcsere 63 ATP&z aktivitas mindenkori egyen~
sulyanak az ereddje. Jellegzetes mbédon a konstans variéns-v»
nadl a ¢==B kicserélddéses kapcsolat is megsziinik /12.2.

ébra/. Az ezen a modellen felléps A==B kicserélédss arra
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utal, hogy megsziinik a C pool befolyésa B poolra. Ilyen
mbédon a B pool szempontjibdél az A pool szerepe valik meg-
hatérozdvie A kétféle varidns esetén nyert izomorf mo-
dellek Osszehasonlitésa tehdt lehetdvé teszi, hogy az in-
takt sejt ATPAz aktivitdsat kvantitative jellemezziik, Mail
ismereteink mellett errdl az enzimaktivitisrdl intakt sejt-
re vonatkozdbdan k¥zvetlen adatokat nyerni nem lehetsépges.
Irodalmi adatok alapjén azonban valédszinii, hogy az ATP
bomlés és a C =B kicserélédés mechanizmusa més, noha mind-
kettd Osszefiigg az ATPAz enzimaktivitéassal /39., 40./s

A vizsgdlt in vitro rendszerben az extracellularis
anorganikus foszfat mennyiségl vadltozéasa megfelel annak az
irodalombél Jjél ismert adatnak, hogy a foszfat ion penetri-
cidja a virtsvértestbe passziv transzport utjén térténik
/20¢, 244/ Bzzel teljes Usszhangban 4ll az A—B ftransz-
port leirdséra nyert 1ll.2. egyenlet. Az intracelluldris an-
orgenikus foszfat pool gyors nivekedéséhez az instabil ATP
pool esetén természetesen az ATP bomdésbdl eredd foszfat
is hozzéajarul /C —3B "transzport"/. Az A—B transzportra
vonatkozban a kétféle tipus kozitt nem észleltiink eltéréste.

A B pool esetében az aktivitéas girbék menetét vizsgil-
va mindenek eldtt feltinik, hogy Iy és Sp egyarant hata-
rozott kezdeti értékkel indul /ll.4., 1ll.5., 12.1. ébra/.

A B pool ezen kezdeti aktivités értéke egy olyan folyamat-
ra utal, amely a mosott virdsvérsejtek és a jelzett Krebs-
Ringer foszfat oldak elegyitésének 1-2 perce sorin jatszd-
dik le alacsony himérsékleten. Az I, és az §, kezdeti ér-
téke alapjin megadhatd ezen folyamat &ltal szdllitott fosz-
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£6t mennyisége, mely a kisérleteinkben 1-2 L4 g P/ml mo-
sott vordsvérsejt negysédgunak adddott. Ezen érték nem
ndvekszik ‘akkor sem, ha a kisérlet megkezdése elStt a
sejtek hosszabb ideig érintkeznek alacsony hémérsékle-
ten a Krebs-Ringer foszfat oldattal. 2 a~megfigyelé‘s
arra utal, hogy ez a gyors folyamat a kisérlet megkezdé-
sekor mar egyemsulyban van, igy annsk lefolyésat nem be-
folyasolja. Ezt bizonyitja az a tény is, hogy izomorf mo-
dell konstruhlésahoz nem kell figyelembe venniink ezt a
folyamatot. Ennek vizsgdlatéval nem foglalkoztunke.

Meglepd eredményre Jutunk, ha a csdkkend savlabil,
illetve ATP pool esetén nyert I, és S, gdrbék menetét
haesonlitjuk bssze /lle4., 1l.5. &bra/. Sc a vigsgllt 146~
tartam nagyobb részén meredeken emelkedik, mig I, go1bé~
Je a 45-60 perc utédn csupén igen lassan nd. A C pool faj~
lagos aktivitésa teb4t anélkiil né Jelent8s mértékben, hogy
éz dsszaktivités hasonléképpen ndvekedne. Ez a tény semmi-
képpén sem magyarézhaté az ATP turnover rate esetleges
névekedésével, mert ¢z esetben az Ssszaktivités gorbének
is vAltoznia kellene. A Jelenség magyardzata egyetlen md- ~
don lehetséges, ha feltételezziik a C pool heterogenité-
s&t, 1li. nevezetesen azt, hogy a C—B "transzport" a C
pool valamely alacsony fajlagos aktivitésu, vagy éppen
"hideg" 1észébil e_red. A savlabil pool azonban, amint mér
hangsulyoztuk, vorosvértest esetében 8o %~ban ATP~-b6l 4ll.
A kémial heterogenitds tehat nem olyan Jelentbs mértéki,
hogy megyardzhatna esetleges alacsony fajlagos aktivité-
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su, vagy éppenséggel "hideg" rejtett kompartment létezé-
86t a C poolon belill. Ezért fel kell tételezni, maganak
az ATP poolnak a heterogenitésat, WELT-nek és munkatér-
salnak adatal /4l1./, melyek szerint a virosvértest ATP
egy része a membrénhoz kotddve kiilén poolt képez, igen
J6 bsszhangban 4llnek fentl feltételezésiinkkel,

Az el8bbiek alepjén onként adbédhat a kérdés, hogy az
izomorf modell konstruélé.sanél miért nem igyekeztink £i-~
gyelembe venni & C pool rejtett heterogenitisdt is. Kisér-
. leteink sorén azomban vizsgdldéddsunk egyilk fontos alapelve a
SOLOMON Altal a modellszerkesztés v"gazdaaé.gossé;g"-éra Vo~
natkozéan megfogalmazott kévetelmény volt, amely elbirja,
hogy csupé&n annyi kompartmentbdl épuiaan fel az izomorf mo-
dell, amennyl feltétleniil sziikséges a rendszer leiréséhoz,
egy adott feladat megoldésdhoz /8./. Miutén négy kompart-
ment segitségével tudunk konstrualni olyan modellt, amely
kielégitfen telJesitette az izomorfia feltételeit, tehatb
alkalmas kisérleteink leiraséra, a fenti elv értelmében
sziikségtelen és értelmetlen a leirésméd tovébbi bonyoli-
tésa. Bzen meg&llapitésupkat ugy is fogalmazhatjuk, hogy
a ¢ pool heterogenitdsa a kisérleteink sordn vizsgilt fo-
lyamatok szempontjébél, a vizsgdlt idbtartam nsgy résgé-
re vonatkozb6an nem meghatdrozd Jelentiségile Kézenfekvl u-
gyanis annak a feltételezése, hogy kisérleteink utolséd
befejozd szekaszén azért ad WAC negativ sebessédg értéket,
tehét azért Jjutunk ellentmondéshoz, mert a C pool hetero-
genltésa mint zavard hatés kezd érvényesiilni.
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A standard ATP poollal rendelkezd variéns esetében
nyert I, és Sy gbrbék /1l.4, 12.1. &bra/ Ssszehasonlitésa
ugyancsek azt a feltételezésiinket tamogatta, hogy létezik
az ATP poolon belul egy rejtett kompartment. Ezen variéns
nil ugyanis, shol nincs C —= B "transzport" az I, és 8o
g0rbék menete megegyezik,az'sc gorbe meredek emelkedése
/amelyik az inastabil variénsnil figyelhett meg/ nem ész-
lelhetds Az el8zbek alapJjén ezt ugy tudjuk értelmezni,
hogy a "hideg" rejtett Rompartment nem bomlik le.

Az ATP poolon beliil fenndlld rejtett kompartment léte~
zésének tovébbi igazoléaséra megvizsgdltuk a kinetikus gor-
béket olyan kiriilmények kézott, amikor a virdsvértest a-
nyagcseréje médosult. A glukdz nédlkiil végzett kisdrletek-
ben azt tapasztaltuk, hogy a szubsztrat hiinydban az anyag-
csere megsziingse az ATP szint gyorsabb c¢sbkkenését eredmé-
nyezl a kontrollhoz viszonyitva /13.23. ébra/, evvel egyle
dejiileg pedig a ¢ pool fajlagos aktivitds gérbéjének mere~
dekebb emelkedését /13.30. dbrs/. Ugyanskkor nagyon feltii-
né, hogy az osszektivitéds gbrbe /13.26. &bra/ a csbkkent
anyagcsere eredményeként lényegesen alacsonyabban fut a
kontrollndl. A glukéz nélkil végzett kisérletek tehdt mesz-
szemenben aladtémasztjbdk az ATP poolon beliili rejtett kom-
partment létezgését.

Teljesen azonos eredményre vezetnek az eltérb pH
mellett végzett kisérleteihk. Az alasecsonyabb pH mellett
csdkkend anyagcesere a C pool csbkkenését /13.13. &bra/ e-
redményezi; ugyenakkor az Sp és Se¢ gbrbék a kontroll fe~
lett futnak /13.20. 13.21. &bra/. Alacsonyabb pH mellett
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a megndvekvd foszfat transzport /A-~B/ eredményeként
nagyobb lesz a sejtbe inkorporalédd Gsssaktivités is
/134 15. s 130 16. ébra/.

Az ATP polon belil is a rejtett kompartment létezé-
sének tovébbi igasolésélra olyan effektusokat is megvizs-
galtunk, amelyek a vdrdsvértest ATP szintet nem befolyé-
so0ljék, azonban a passziv /A—B/ transzport folyamat no-
vell az extracelluldris térbbél a sejtbe torténd fLoszfat
inkorpordcibdt. Bz a két hatés a hipotbdnlés kizeg és a cit-
rat ion jelenléte. Amint a 13,1., 13%.2., illetve 13.32., 1
13.33. &brakbél lathatéd, mindkét effektus fokozza a fosz-
fA4t transzportot & virdsvértest membranon keresztiil. Ugyan-
ekkor sem a hipoténia, sem a citrat ion jelenléte nem be~
folyasolja a savlabil foszfAt szintjét. Bar az Osszakti-
vités és fajlagos sktivitds gorbék /1l3.5., 13:¢9., 13.36.
ébra/, amint a fokozott inkorporécid miatt az véarhaté,
mind hipoténia esetén, mind citrat ion jelenlétében maga-
sabban futnak és meredekebbek a kontrollokmdl: Az I; és
B, gdrbék divergencidja nem észlelhot8s

Azt mondhatjuk teh&t, hogy az I, és Sc gorbék diver~
gencidja csak akkor Jjelentkezik, ha az ATPpool csbkken.
Bz a divergencia olyan viszonyok kozdtt kifejezettebd, a-
mikor az ATP csikken$s gyorsabb.

A £iziolégiastél eltérd kisérletelnk tehét messzeme-
nden igazolni latszanak a tracer kinetikai modell alapjén
tett feltevésiinket az ATPpool rejtett kompartmentjére vo-~
natkozbéan. Ezen ereduénylink azért érdekes, mert az iroda-
lom Jelenlegi Allédspontja szerint a vBrosvértest belsd



szerkezet nélkiili képz&_dménw- Adataink arra utalnak, hogy
ez a felfogasl méd revizidra szorul még akkor is, ha ezt
morfolégiai adatok nem témasztjék alé.

A 11.6: ébrén demonstrilt modell birtokéban megoldott-
nak tekinthetjik célkitiizésiinkets az A—B transzport, me-
lyst & 11.2: formula ad meg, illetve a W,, kicserédlédési
sebesség killon adjék meg & sejtbe torténd foszfat inkorpo-
récj,é két tipusats Irodsalmi adatok alapjin /27., 42., 43./
nem meglep8, hogy a savlabll pool, azaz az ATP pool kozveb-
len kicserél8dést folytat az extracelluliris anorganikus
foszfattal. Bzen kicaerélédés minden valésziniiség szerint
a membran é&llapotétdl f£iiggd folyamat. Az Altalunk megadott
modell ugyanakkor lehetfvé teszi, hogy &8z inkorporalédott
foszfat sorsét a sejten belill is lelrjuk. Bar a modell nem
veszi figyelembe a foszfAt anyagcesere minden egyes 1épését
a savoldhaté poolra vonatkozban sem, a B==D kicserélddés
J61 reprezentdlja a glikolitikus ciklussal kapcsolatos
foszfat anyagcserét, A B==C kicserél8dés amellett, hogy
nyllvanvaléan anyagcsere ‘folyamatokat is reprezentdl, vald~
szinilleg elsdsorban ATP&z aktivitds 4ltal meghatarozott.
Erre utal a két pool kbzott fenndlld ¢ ——B "transzport®” 1lé-
tezése. Modelliink birtokdban tehét egzaktul le tudjuk irni
a8 vorbsvérsejtbe torténd foszfiat inkorporéciét. A modell-
ben szerepld sebesség értékek ponbosabb fiziolégial értel-
mezése, megvaltozésuk Jelentdségének tisztédzésa, azomban
termdszetesen még tovabbi behatd vizsghlatokat igényel.
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