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BEVEZETES

Az é106 szervezetben lejatsz06dd biokémiai folya-
matok jeleﬂtGS része bioldgiai hatarhartyakhoz k&-
t6tt. Ezek a hatarhéartyak, ismertebb neviikén membra-
nok, elhataroljak és Osszekapcsoljak ezeket a folya-
matokat. Az in vivo és in vitro folyamatokrdl szer-
zett ismeretek rairadnyitottédk a figyelmet a sejt-
membranok vizsgédlatdra, a membranon keresztiil tOrténd
anyagtranszport mechanizmusanak felderitésére és
a membranokhoz k&étott enzimek szerepének tisztazéasara.
Fontos probléma ez a gydgyszerkutatas szempontjébdl
is, mivel a gydgyszerek egy része nem jut be a sejt
belsejébe, hanem a sejtmembranokon ill. az ott elhe-
lyezkedd un. receptorokon keresztiil fejti ki hatéasat.
Az adenil-ciklédz enzim miik6dését Rall és Sutherland
1957-ben /1/ majszbveteken végzett kisérletsorozata
folyaman fedezte fel. Egy hOGstabil faktort izolaltak,
ha a vizsgalt szdvetekhez glukagont vagy noradrenalint
adtak. Megdllapitottéak, hogy az ismeretlen vegylilet
adenint : ribdzt : foszfatot tartalmaz 1l:1:1 ardnyban.
Fizikai és kémiai mddszerekkel megallapitotték a ve-
gylilet szerkezetét, amely a ciklikus adenozin-3'5'-
monofoszfatnak adddott. Ezt a vegyliletet egy évvel
korabban két amerikai kutatdnak, Cooknak és Lipkinnek

P

sikeriilt eldadllitani, amikor adenozintrifoszfatot



Ba/OH/Z—dal melegitettek [2/.

Az adenil-ciklaz vizsgalata soran kideriilt,
hogy az enzim membranhoz k&tdtt, és ebben az allapotéa-
ban fejti ki hatasat /3/. Azt is megdllapitottak,
hogy az enzim aktivitéséban fontos szerepet jatsza-
nak a savanyu foszfolipidek [/PS, PI/.
Valdészinli azonban, hogy mas foszfolipidek és egyéb
membranalkotdk is hatdssal vannak az enzim aktivi-
tasara. A membran feszfolipidek ddntd t8bbségét a PC
alkotja, és nyilvanvald, hogy ez a foszfolipid meg-
hatérozdé szerepet jatszik ezen strukturdk fizikai-
kémiai sajatossdgainak meghatdrozasiban. Az enzim
membran kapcsolt miik6désébdl addédik még az is, hogy
barmilyen valtozas, amely a membrédnban morfo-
loégiai valtozast idéz eld, hatassal lehet az enzim

mikodésére.



IRODALMI ATTEKINTES

Az adenil-ciklaz /E.C. 4.6.1.1/ felépitése, miikbdése

és szerepe a sejt mikddésében

Az adenil-cikléaz felépitésére tObben prdébaltak
kovetkeztetni. Az els® modellt, amelyet Robinson,
Butcher és Sutherland /4/ allitott fel 1967-ben,
két egységbdl; egy receptorbdl és egy katalitikus
alegységbdl allt. A hormon k&tddik a receptorhoz,
ezadltal allosztérikusan aktivalddik az enzim, nd-
vekszik a katalitikus alegység aktidtéasa, és az
intracellularis ATP-bO1l cAMP keletkezik.

Ezt a modellt fejlesztette tovadbb Birnbauer, Pohl,
Kraus és Rodbell 1970-ben /4/. Az &ltaluk leirt
rendszer a receptoron é€s a katalitikus alegységen
kiviil egy Osszek&td elemet, un. transzdukald fak-
tort tartalmaz. B&ar a két egység - a receptor és

a katalitikus alegység - egymastdol elvalasztott,

az Osszeko6td dinamikus lipid matrix biztositja

az egymasrahatast. Erdekes és uj elképzelés a "mobil
receptor" hipotézis Jacobstdl és Cuatrecasastdl [5/.
A receptor csak azutan kapcsolddik a katalitikus
alegységhez, miutédn a hormon mar raksétddétt. Az Ssz-
szekapcsolddas mechanizmusa még nem tisztazott,

azonban az biztos, hogy a foszfolipideknek és a guanil-



nukleotidoknak fontos szereplik van.

Mar a vizsgalatok kezdetekor észrevették, hogy
az enzim mikSdéséhez Mg2+—ionokat igényel /6,7/.
Specialis esetben azonban mas kétvegyértéki fém-
ion /Mn2+/ helyettesitheti /8/.

A Sutherland altal "masodik messenger"-nek neve-
zett cAMP a sejt klilonbdzd folyamatait befolyasolja.
Hatasanak helye pontosan nem ismert, befolyasolja
a membran permedbilitasat, ezaltal a transzport fo-
lyamatokat. Szerepet jatszik katabolikus enzimek
szintézisében is, mivel az intracellularis cAMP-szint
befolyasolja a mRNS-inicialasat /9/. Fontos szerepe
lehet minden olyan esetben, amikor nem szintetikus
folyamat kovetkezik be a hormon hatasara, hanem pl.
mozgas, fagocitdzis vagy éppen a sejt osztddasa.

Ez utdbbi esetben kimutattak, hogy a cAMP aktivalni
képes a sejtosztddast, ill. a sejtosztbdast serkentd
hormon, a cAMP mechanizmuson keresztiil hat /10/.

A cAMP aktivalhat enzimrendszereket pl. a gliko-
génanyagcsere szabalyozéasaban, az ilyen mdédon aktiva-
l6dott protein-kindz ezenkiviil mads folyamatokban is
szerepet jatszik, ezzel kiszélesitve azt a hataskort,

amely a cAMP-nek tulajdonithatdé /11/.



Membranok szerkezete és az adenil-ciklaz membran

kapcsolata

A memhrénok szerkezete mar régdta foglalkoztat-
ja a kutatdkat. A kettOs réteg szerkezet elképzelés
Daniellit®l és Davsontdél [12/ szarmazik, melyet
Singer és Nicolson fejlesztett tovabb a fluid mozaik
modellé /[/13/. A felépitett modellek abban egyeznek
meg, hogy a membranok vazat foszfolipidek alkotjak,

melyek ugy rendezddnek, hogy a molekuldk polaros,

azaz hidrofil részei kifelé, ill. a citoplazmatikus tér

felé, mig a hidrofdb részei egymas felé tekintenek.

A membranokban a foszfolipidek k&zé koleszterin,
kildnb6zd gliceridek és mas lipidféleségek ékelddnek.
A foszfolipidek vizes kdzegben vald ilyen elrende-
z0désének termodinamikai oka van. A membranok mindkét
felszinéhez fehérjék kapcsolddnak, ezek néha bele-
mélyedhetnek ezekbe a strukturdkba, ill. a4t is ha-
tolhatnak rajtuk.

A foszfolipidek membranokon beliili elrendezd-
désére nézve az az altalanos tapasztalat, hogy a
savanyu foszfolipidek akar természetes, akar mes-
terséges membranokban a gbrblilet belseje felé
orientalddnak, mig a neutralisak a kiilsd felszinen

koncentralddnak /14, 15, 1l6/.



A membranokhoz szamos enzim asszocialddik és
normalis miik6déshez foszfolipidekre van szlikség.
Ilyenek pl. a /Na+K+/ATP—éz /17/, a hidroxi-vajsav-
dehidrogenaz /[/18/, a mitokondridlis elektrontransz-
port-rendszer [19/. Ezek kOz6tt az enzimek kdzdtt
kétségtelenlil kiildnleges helyet foglal el az adenil-
ciklaz-cAMP rendszer. Szamos esetben ez tart fenn
kapcsolatot a sejt és kOrnyezete k&zdtt oly mddon,
hogy a k&rnyezet hormonok formédjaban tovabbitott
ingereinek hatédséara fokozza a cAMP képzést, amely
sziikséges a megfeleld fizioldgiai valasz kivaltasa-
hoz. Ez a rendszer jelenlegi ismereteink szerint
vertikalisan attdri a membrant ugy, hogy a hormon-
receptor alegysége annak kiilsé felliletén, mig a
katalitikus alegysége a citoplazmatikus felszinhez

asszocialoédik /[4/.

Adenil-ciklaz enzim aktivitasanak valtozasa kilon-

b6z3 k&riilmények kozott

HOomérséklet-fliggés

Mivel az enzim membranhoz k&tétt és a lipid
k6rnyezet befolyassal van az enzim aktivitasara,
kézenfekvonek latszik, hogy Osszefliggést keressiink

a lipidek féazisvaltozasi hOmérséklete és az enzim



aktivitasa kozdtt. Megfeleld képet kapunk errdl, ha
az enzim specifikus aktivitédsat az Arrhenius Ossze-
fliggésnek megfelelden abrazoljuk, az egyenesben ta-
lalhatd tégés a lipidek fazisvadltozési hdmérsékleté-
vel magyaradzhatd. Valdészinii, hogy a lipidek torés-
pont alatt kristéalyos gél, mig a toréspont folott
folyékony kristalyos &llapotban vannak. A kiilonb&zd
szervekbdl nyert preparatumokon - mind a durva ho-
mogenizatumokon, mind a tisztitott plazmamembranokon -
végzett alapaktivitas mérések soran fellelhetdk ezek
a toréspontok, azonban ezek kiildnbdzd hdmérséklete-

ken talalhatdk /20, 21, 22, 23/.

H-fliggés

Az enzimreakcidk tObbsége altaldban érzékeny
a pH valtozasara. Az adenil-ciklaz vizsgalatakor is
figyelmet forditottak erre a tényre. Drummond é&s
Duncan szivizomszdvet esetén ugy talalta, hogy pH 7,0-
8,5 kozb6tt nincs lényeges valtozas az enzim aktivita-
séban [6/. Ray, Tomasi és Marinetti patkény maj
plazmamembran esetében pH 8,0-ndl taldlt maximumot,
azonban pH 7,5-8,5 k&z&tt nincs lényeges aktivitas-
valtozéas [/6/. Altaldban a kutatdk tobbsége pH 7,5-0s
Tris-HCl puffert hasznal, vigyazva arra, hogy az in-

kubédcids elegy pH-ja 7,5-8,0 k&zdtt maradjon.



Az enzimaktivitds fliggése a fehérje mennyiségétdl

A mérések soran figyelembe kell venni a membran
fehérje mennyiségét is, mivel az enzim aktivitésa és
a membran fehérje koncentracidja koézdtt a linearités
az esetek tobbségében sziik tartomanyban érvényesiil.
Marinetti és mts-i egy maximum jellegli gbérbét kap-
tak az enzim aktivitéasa és a membréan fehérjetartalma
k6zdtt, patkdny madj plazmamembran esetén [23/.
Rodbell és mts-i zsirsejtek vizsgdlatakor telitési
gbrbét kaptak /8/. A lineédristdl vald eltérés oka
az, hogy egy bizonyos membranfehérje koncentracid
esetén a reakcididd alatt elfogy az ATP, valamint
felerdstdnek olyan biokémiai folyamatok, amelyek
gatoljék az adenil-cikléaz mikodését, amit az inku-
bacids elegy Osszedllitasakor figyelembe vettiink.
Célszerl meggydzddni arrdl a mérések soran, hogy
milyen fehérje koncentrééié mondhatd idedlisnak
a kisérlet soran, ill. melyik az a koncentracid-
tartomény, ahol a kiilénb6zd mérések eredményei jol

Osszeegyeztethetdk.

Hormonok és kiilonféle vegyliletek hatésa az adenil-

ciklazra

A legttbb ismeretanyag taldn ezen a terilileten

halmozddott f6l1l az adenil-ciklaz kutatasaban.



Ezért csak olyan dolgozatokat emlitek meg ebben
a fejezetben, amelyek szorosan kapcsoldéddnak a disz-
szertéacidhoz.

Rublacava és Pliégo cseppfolyds nitrogénben
tarolt patkany maj plazmamembrant vizsgaltak, és
az alapaktivitds Arrhenius féle abrazolasiban 20 °c-
on talaltak tortést [/20/. Houslay és mts-i lO-_6 M
glukagont adtak az inkubacids elegyhez és 28,5 i-1 ©c-
on kaptak térést [/19/. Ha benzilalkoholt is adagol-
tak kiilonbdzd koncentracidkban, a tdréspont ala-
csonyabb hdmérsékletek felé tolddott el [24/. Katekol-
aminok a tdréspont helyét nem valtoztatjdk szamot-
tevGen [21, 25/. Az egyes hormonok aktivald hatésa
igen kiilénbdzd. Természetesen ez filigg a preparatum
mindségétdl, az allatok koratdl, nemétdl, valamint
attdl, hogy milyen sz&vetbdl dolgoznak.
Igen Jj6 stimuléaldé hatast fejt ki a glukagon a maj-
ban, az alapaktivitds huszszorosat, sot énnél tobbet
is elérhet /26, 19/. Hasonld, vagy valamivel kisebb
hatast értek el guanilil-imidotrifoszfattal és izo-
proterenollal /27/. A noradrenalin kisebb mértékben
aktival, természetesen itt az L-mddosulatot kell ér-
teni, mivel a katekolaminokndl a sztereospecifités
is jelentkezik, a D-mbédosulat kevésbé hatasos, a ra-

cém hatdsa ennek megfelelden atlagoldédik /26, 28/.
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Igen gyakran alkalmaznak aktivatorként fluorid iont,
azonban a fluorid hatdsa eltér az eldbb emlitett
hormonokétdél /19/. Ezenkiviil igen sok vegyilletet
probaltak ki, amelyek befolyasoltédk az enzim aktivi-

tasat.

Foszfolipdz C enzimmel vald membranmdédositéas, fosz-

folipidek szerepe

A foszfolipideket bontd foszfolipdz C enzim
a foszforsavészter kotés mentén hasit, a hidrolizis
eredményeképp diglicerid és egy foszforsavészter
keletkezik. A klilonb6zd baktérium tdrzsekbdl izo-
lalt foszfolipaz C izoenzimek specifikusak az egyes
foszfolipidekre (29, 30/. Igy lehetséges szelektiv
hidrolizis révén a membranokbdl kiilonbozd foszfo-
lipideket eltévolitani.

Levey kisérletei macska szivizom adenil-ciklaz
esetén azt mutattdk, hogy a foszfolipid-hianyos
szolubiliz&lt enzim aktivitasa foszfatidilszerin
adagolésara visszadllt, ha a rendszert glukagonnal
stimuldltak /31/. Hasonld eredményre jutottak Réthy
és mts-i, amikor foszfolipdz C kezelt mintdkhoz
foszfatidilszerint adtak, visszadllt a hormonaktival-

hatdésag. A foszfatidilinozit az alapaktivitast alli-
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tottashelyre [32, 33/.

Itt kell megjegyezni azt, hogy a foszfolip&z C keze-
lésnél az emésztési idd és az enzim koncentrécid
fontos szefepet jatszik a membran médositasban.
El6fordulhat, hogy hosszabb emésztés hatdsara a tel-
jes szerkezet felbomlasaval kell szamolni, mig egy
révid ideig tartd enyhe behatads csak szelektiv val-
tozast okoz. A kiilénbdzd eredmények Osszehasonlita-
sadnal erre figyelmet kell forditani. Kisérleteket
végeztek = a plazmamembranok fluiditésénak és a
foszfolipid kdrnyezet megvaltoztatdsdval - mddosi-
tott prepardtumok enzimaktivitdsanak meghatédrozésara.
Dimirisztoil-foszfatidilkolint adagolva eltolhatd
volt az Arrhenius fliggvény tdréspontija /19, 24/.

A foszfatidil-kolinok adagoléasa az enzimaktivitast

is csdkkentette [34/. In vivo kisérletekben etanol-
amint adva LM fibroblaszt sejtkulturdkhoz - ezdltal
megvaltoztatva a foszfolipid 6sszetételt.— novelhetd
volt az adenil=-cikléz aktivitasa, a klilénbdzd teli-
tetlen zsirsavak is hatassal voltak az aktivitésra

[35; 36/.

A foszfolipidek NMR spektroszkoépids vizsgalata

Az NMR spektroszkdépids vizsgdlatok elvét, a jel-
szélesség~-fazisdllapot Osszefliggés magyarazatat a

mbédszerek c. fejezetben ismertetem. Itt csak néhany



vizsgédlati lehetOséget emlitek meg a teljesség igé-

nye nélkil.

a./

b. [/

o1 |

13C NMR esetében

Relaxacids idd meghatarozéasok:
a H-NMR "étlagolf protonjele" helyett az egyes
alkillancmetilének 13C jelei felhasadnak, vagyis
a mozgasi viszonyok vertikdlisan térképezhetdk
[37; 38/,

Részlegesen deuterdlt rendszerek esetében olyan
molekulaszegmensek mozgdsviszonyai is vizsgal-
hatok /2H—NMRJ, @ﬂelyekre tisztén protonalt
rendszerekben nincs lehetGség [39/.

Az un. 3lP-—NMR vizsgalatok a foszfolipidek

foszfat csoportjanak mozgékonysagara és atlagos

orientacidéjéara adnak felvilagositast /[40/.
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CELKITUZES

Munkank célja a membré&nokhoz k&tétt adenil-ciklaz
enzim és a ﬁembrénok felépitésében fontos szcrepet
jatszo foszfolipidek k&zotti kapcsolat felderitése.
Olyan vizsgalati rendszert kellett keresnlink, amely
kd6nnyen kezelhetd, viszonylag egyszerli médon eldal-
lithatd és a belBle nyert informdcidk joél hasznosit-
hatdok. Erre a célra a patkany madjbdél izolalt plazma-
membrant valasztottuk.

Ismeretes, hogy mas szdvetekbdl készlilt membra-
nok ciklaz aktivitasa nagyobb, pl. sziv, agy. Azonban
ezek izoldlasa nehezebb és nagy mennyiségl kisérleti
dllatot igényel. Mivel célunk elsOsorban az adenil-
ciklaz és kdrnyezete kozOtti kapcsolat felderitése
és értelmezése volt, a patkany maj plazmamembréan
mint vizsgdlati rendszer j6l1 megfelelt.

A membradnfunkcidk szempontjabdél meghatarozd
szereplik van a foszfolipideknek. Ezek elhelyezkedése
és klilonbdzd aranyuk, a fehérjékhez vald kotddésilik
géatolhatjak, vagy serkenthetik a membranon, vagy
azon keresztiil lejatszo6dd folyamatokat. Ezért cél-
szerlinek latszik a vizsgalatokat olyan iranyban
folytatni, amely a foszfolipid Osszetétel megval-
toztatdsdra irdnyul. Munkdnk soran két kiilénbdzd

médon, foszfolipid adagolassal és foszfolipaz C
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emésztéssel valtoztattuk meg a foszfolipid komponen-

sek aranyat. Mindkét beavatkozéas azt célozta, hogy

az adott "rendet" megbolygassuk, és az igy kialakult

uj helyzetekbdl prdobaljunk meg kovetkeztetéseket le-

vonni az enzim és a kO&rnyezet kapcsolatara. Torekvé-

seink végsd soron a kozvetlen gyakorlati hasznositas

lehet6ségeihez is elvezethetnek. A katekolaminok ha-

tasmechanizmusanak felderitése uj gybdgyaszati lehets-

ségek kidolgozasat teszi lehetdvé.



FELHASZNALT ANYAGOK ES MODSZEREK

Patkany maj plazmamembran kinyerése

Kisérleteinkhez laboratdériumi fehér patkany ma-
jat hasznaltuk fel. A plazmamembran elkiildnitése a
Neville-médszer [41/ mbédositdsaval tdrtént. A sziiksé-
ges mennyiség kb. 45 g, amely nyolc fiatal allat maja.

A majat 1 mM-os NaHCO,-ban mossuk, feldaraboljuk és

3
ujra atmossuk, majd Dounce homogenizatorral homogeni-

zaljuk 100 ml 1 mM-os NaHCO_-ban. A kapott homogeni-

3
zatumok felhigitjuk 500 ml-re és szlirjiik gézrétegen
keresztiil. A mivel-eteket 4 °C-on végezzik. A szusz-
penzidt 15 percig centrifugaljuk 1500 x g-vel.
A centrifugdlés utén az liledéket homogenizaljuk, az
igy kapott homogenizdtum 50-60 ml. 68 ml 69 2%-os
szacharozt Osszekeveriink 52 ml homogenizatummal;
a slirliségnek 44 %-nak kell lenni. Gradienst készi-
tlink: 20 ml 44 %-os szuszpenzidra 15 ml 42,3 %-os
szacharozt rétegzilink a centrifugacsdben. Spinco SW
27 rotort hasznadlunk, és két Orat 4 Oc-on 25000 rpm-
el /kOzelitdleg 100 000 x g/ centrifugaljuk.

A gradiens fels® rétegét eltavolitjuk és kétszer
8 ml 1 mM-os NaHCO3—tal felszuszpendaljuk és ujbol

centrifugdljuk 15 percig 25 000 x g-vel. Az igy ka-

pott prepardtumot ugy higitjuk, hogy a fehérje kon-



centracidé 2 mg/ml legyen. A preparatum cseppfolyds
nitrogénben hosszabb ideig eltarthatd az enzim ka-

rosodasa nélkiil.

Fehérje mérés

A fehérje koncentracidjanak meghatarozasat a
Lowry mbédszer alapjan végeztik /[/42/. 50 ml A oldat-

hoz /2 % Na,CO, 0,1 N NaOH-ban oldva/ 1 ml B oldatot

VA
/1 % CuSO, + 2 % K-Na-tartarat 1l:1 arényu elegye/

4
adunk, melyet frissen kell elkésziteni. Az igy kapott
C oldatbdél 3 ml-t vesziink, és annyi deszt. vizet
adunk hozza, hogy a mérendd fehérjeoldat térfogataval
egyiutt 3,6 ml legyen.

Szlikséges ismert toménységli fehérjeoldatbdl kon-
centracid sorozatot készitettlink, amelyet kalibracids
gbrbe megszerkesztéséhez hasznalunk fel. Az elkészi-
tett oldatokat 10 percig allni hagyjuk, majd 0,3 ml
Folin reagenst [/MERCK/ adunk hozza. Ezutan ismét all-
ni hagyjuk az oldatot 30 percig. Az igy kezelt anyag-
nak spektrofotométeren megmérjik az oldat extink-

cidéjat 750 nm-nél. A kapott értékeket visszakeressiik

a kalibracids gbrbén.



ZsirsavOsszetétel meghatarozasa

A Tris-HCl pufferben szuszpendadlt membranfrak-
ciét kloroform : metanol 2:1 arédnyu elegyében extra-
hdltuk. A fehérje és egyéb nem lipoid természetii
anyagok csapadék formdjaban kililepednek, ezt szli-
réssel eltavolitottuk.

A kloroform : metanol elegyhez 0,2 M KCl olda-
tot adtunk,a sdoldat hatédsara a rendszer két fazisra
kiilénlil el, a lipidek az alsd kloroformos fazisban
koncentraldédnak. A felsd fazis [viz-metanol/ eltavoli-
tédsa utan az oldatot vizmentes Na2804-on engedjik ke-
resztlil, hogy a maradék viznyomokat is eltavolitsuk.
A kloroformos lipid oldatot bepéaroltuk, majd 5 %-os
HCl-metanolt /[/kb. 5 ml/ adtunk hozza és a kémcsdvet
leforrasztva 80 °C-on inkubdltuk. A bombacsdvet fel-
bontva kb. 1 ml vizet és 2 ml petrolétert adtunk
hozza, a zsirsav metilészterek a petroléteres fazis-
ba mennek at. A petroléteres fazist leszivtuk és
beparoltuk, majd igen kis térfogat [kb. 5 ul/ benzol-
ban vettik fel a vizsgalandd mintat. A mintdkat JEOL
1100-as langionizacids detektorral mikddd gazkroma-
tograf segitségével analizdltuk, az oszlop tdltet
megosztdéfazisa SP 2330 vagy 2340, a hordozdféazis

100-200 Mesh szemcsenagysagu Chromosorb W AW volt.
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Az egyes zsirsavészter csucsok azonositédsa standar-

dokkal t&rtént, a csucsok alatti terililetet plani-

metrids mdédszerrel allapitottuk meg.

Adenil-cikléaz enzim aktivitaséanak vizsgalata

Az adenil-ciklé&z enzim aktivitasanak vizsgalata-
kor figyelembe vettiik, hogy a membrédn preparatum
tobb olyan enzimet tartalmaz, amely befolyassal van
az altalunk vizsgalt reakcidra. A kisérletekhez enn-k
megfelelden valasztottuk meg a reakcid kdriilményeket
A reakcibelegy a kovetkezd anyagokat tartalmazta:
5 mM MgCl2 |z enzim Mg2+—ionokat igényel miikddéséhez/,
1 mM aminofillin /a foszfodiészterdz miik6désének visz-
szaszoritéasara/ 0,5-3 mM "nem jelzett" ATP, 10 mM
kreatinfoszfat és 0,1 mg/ml kreatin-kindz /ATP re-
generald rendszer/, O0,1-2 mM "nem jelzett" cAMP [hogy
ne a keletkezd "jelzett" cAMP hasznaldédjék fel mas
iradnyu reakcidkban/, annyi 32P—a-"jelzett" ATP, hogy
az aktivitéas 1-1,5 uCi/1l00 ul legyen. Az elegy pH-Jjat
50 mM-os Tris-HC1l /[/pH 7,5/ pufferrel allitottuk be.
A reakcidt a membranpreparatum, amely az adenil-cikléaz
enzimet tartalmazza, hozzaadasaval inditottuk el.
A hozzaadott 20 ul preparatum fehérje tartalma 40-80 ug

ko6z6tt volt. Igy a reakcidelegy végtérfogata 70 upl volt.



A reakcidt 0,15 N HCl-val és két perc forralassal al-
litottuk le. Az oldat semlegesitése 0,1 N imidazollal

tortént [44/.

A CcAMP elvalasztasa

A jelzett cAMP elvalasztasa oszlopkromatografias

modszerrel toOrtént [43/. Az oszloptdltet Al O3 /MERCK

2
Brockman I/, az oszlop belsd atmérdje 1 cm, az 1 g osz-
loptdltet magassaga koézelitdleg 3 cm volt. Elualdszer-
ként deszt. vizet alkalmaztunk. Az oszloprdl elsdként
a cAMP elualddik, amely j6l elvalik a t8bbi komponens-
6l

Az 1,5 ml térfogatu mintdkat 10 ml Bray-oldatban
vettik fel és aktivitasukat Packard Tri-Carb Scintil-

lation Spectrométer 3003 vagy LKB 8100-as késziilékek-

ben mértiik.

Foszfolipidek elvalasztasa

Amint a zsirsavak elvalasztasanil emlitettiik,
a membrankészitményt kloroform : metanol 2:1 elegyében
extrahaltuk. Szlirés és a metanol-viz eltavolitéasa
utén az elegyet beparoltuk, majd 50 pl kloroform:me-
tanol 2:1 ujra oldatba vittik a lipideket. A szétva-
lasztast Silicagél H lapon végeztiik két dimenzidban.

A lapot 1,5 %-0s Mg-acetat oldattal impregndltuk, és
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1 6ran keresztiil 115 °C-on aktivéltuk. Az elsd dimen-
zidban a szolvens kloroform : metanol : ammoniumhid-
roxid 65:25:5 ardnyu elegye volt. A lapot 90 °-kal el-
forgattuk, és a masodik dimenzidban kloroform : aceton
metanol : ecetsav : viz 30:40:10:10:5 aranyu elegyét
hasznaltuk. Az egyes foszfolipidek azonositdsa irodal-
mi adatok alapjan tortént [41/, ill. az &ltalunk hasz-
nalt standardokkal. Az elBhivast 2 %-os rodamin B vizes
oldatéaval végeztiik /44/. Abban az esetben, ha a foltok-
bé1l csak Pi tartalmat akartunk meghatarozni, akkor a

lapokat joédgdzben hivtuk eld.

£ SM
% LPE
# LPc & Pi
% PS PA

« START

1. abra: Foszfolipidek elvalasztéasa
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Anorganikus foszfor meghatarozasa roncsolasos mod-

szerrel

A meghatérozandé foltra 50 %-os H2504-at csep-
pentiink ugy, hogy a folt teljes egészében atitatddjék.
A lapot 180 OCc-on 5 6ran at szaritdészekrényben tar-
tottuk, a lekapart folthoz 4 ml deszt. vizet és 1 ml
foszforreagenst adtunk. /6,85 g Na-molibdenat + 0,4 g
hidrazin-szulfat + 100 ml cc. HZSO4 + 500 ml deszt. viz,
hiités utan 1000 ml-re kiegésziteni./ A mintdkat 100 Cc-
on 30 percet forraljuk, spektrofotométeren 700 nm-nél
mérjiik az extinkcidét. A standard 3,9 ml deszt. viz +

3

100 pyl 10 ° M KH2P04 + 1 ml foszforreagens [44/.

Foszfolipaz C /EC 3.1.4.3/ kezelés

A foszfolipaz C és a membran fehérje legkedve-
zObb aranyanak megfelelden a kisérletek tSbbségében
10 mg fehérjéhez 1 mg foszfolipaz C-t hasznaltunk,
amelyet 100 pl 50 mM-os Tris-HCl pufferban [pH 7,5/
oldottunk fel, ehhez adtunk 50 ul 0,5 mM-os CaCl,-ot.
A foszfolipaz C kezelést szobahOmérsékleten végeztiik.
1 ml membran készitménybdl indultunk ki és a megfeleld
iddben mintakat vettiink. A kivett aliquotokat tizszere-

sére higitottuk 25 mM-os Tris-HCl pufferrel /pH 7,5/,
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amely 1 mM EDTA-t és 2 mM MgClz-ot tartalmazott. Ez-
utdn a mintdkat lecentrifugaltuk és az ililedéket végiil
50 mM-os Tris-HCl pufferban [pH 7,5/ felszuszpendal-

tuk /45/.

Foszfolipid beépitése plazmamembranba

Erre a célra a Serdary Research Laboratories
foszfolipid preparatumat hasznaltuk. A kloroformos
oldatot nitrogén gazzal vékonyan a kémcsd faladra pa-
roltuk, majd hozzdadtuk a membranpreparatumot és 5-10
percet - a beépitendd foszfolipid mennyiségétdl filig-
gden - razattuk. Ezutan centrifugdltuk a szuszpenzidt
5000 x g-vel és az liledéket ujra szuszpenddltuk 50 mM-os
Tris-HC1l pufferben.

A mddszer hatékonysdgardl ismert mennyiségi dimirisz-

toil-foszfatidilkolin visszamérésével gydzddtiink megq.

A foszfatidiletanolamin-metiltranszferaz /EC 2.1.1.17/

aktivitasanak nyomonk&vetése

A foszfatidiletanolaminnak foszfatidilkolinna
t6rténd atalakuléasat a metil csoportban 3H- mal jel-
zett S-adenozil-L-metionin metil csoportjanak beépii-
lésével k&vettilk. Az inkubacids elegy S—adenozil-L-meti-

onint /2-5 uCi/, 10 mM MgClZ, 0,1 mM EDTA és 50 mM
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Tris-HC1l puffert /pH 7,5/ tartalmazott. A fehérje konc.
120-150 pyg volt az egyes mintdkban, a reakcidt 30 ©c-on
végeztiik és kililénbdzd idGpontokban mintdkat vettiink.

A reakciét-klorofprm : metanol 2:1 elegyével alli-
tottuk le. A jelzett foszfatidilkolint vékonyréteg-

kromatografias médszerrel valasztottuk el [46/.

NMR spektroszképia alkalmazésa a lipidek mozgékony-

sdgénak vizsgalataban

Az NMR spektroszkoépids mérésekre ebben az eset-
ben az ad lehetdséget, hogy a jelszélesség és a fazis-
allapot k&zb6tt Osszefiiggés van. A mbédszer nagy eldnye,
hogy idegen anyag bevitele nélkiil, minden perturbacid-
t6l mentesen teszi lehetdvé a mintdk szerkezetének
vizsgalatat. A mérések elve a kbvetkezo:

Minden elemi részecske [elektronok, protonok stb./
elemi magneseknek, dipélusoknak tekinthetdk. Az elemi
méagnesek egy mesterségesen létrehozott magneses tér-
ben részben paralel &llnak a magneses tér irdnyara.

Ez egyben diszkrét energianivdéknak felel meg. A sugar-
zas abszorpcidja a diszkrét energianivdok kozdtti at-
meneteket eredményezi. Az energianivdkat a vizsgalt
anyagban eldforduld atommagok magneses tulajdonsagai

hatarozzak meg, az atmenetek soradn az atommagok mag-
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neses momentumanak a kiils® magneses térhez viszonyi-
tott orientacidéja valtozik meg.

A relaxacidés idok azt fejezik ki, hogy a ger-
jesztett magnak egy adott spinallapotban mekkora a
tartdézkodasi élettartama. A relaxdcids iddk csbkkenése
ujabb energia abszorbcidéjat és ezdltal a rezonancia-
vonal kiszélesedését eredményezi. Az elv egyszerii ta-
pasztalati bizonyitéka: ha egy protontartalmu rendszer
fluiditasa csdkken, a jel kiszélesedik. Mivel egy pro-
ton tartalmu vegyililet szerkezetére, molekuladris koSr-
nyezetére a rezonanciajelek helyébdGl kdvetkeztetiink,
meg kell emlitenlink az un. masodlagos hatasokat. Ezek-
nek oka a molekulan beliil keresendd. A mag koriil levd
elektronfelhd, tovabba a vegylileten beliili szomszédos
magok specidlis kdlcsdnhatasa minden egyes csoportot
és molekula részletet /mely protonokat tartalmaz/
felismerhetdvé tesz. A rezonanciajel helye a vonalel-

toldédas, [jele: §, egysége: ppm/.

Nehézvizes liposzdma szuszpenzid készitése

A patkany maj plazmamembran foszfolipidjeinek li-
poszdma-szuszpenzidit az aldbbi mdédon készitettiik:
10-15 mg-ot a foszfolipid kivonatbdl kloroform : meta-
nol 2:1 elegyében felvettiink és vastagfalu centrifuga-

csOben vékony rétegben nitrogénnel a csd aljara parol-
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tunk. A beparolt filmre 1 ml nehézvizet Ontdttiink.
Egy 150 W-os MSE generatorral 10 percig ultra-
hangozva optikailag tiszta oldatot nyertiink. Ultra-
hangozas k$zben a mintdkat jéggel hiitdttik. Fel-
vételek készliltek deuterdlt kloroformban felvett min-
tdkkal is. A két felvételi mdéd joOl Osszeegyeztethetd
volt. A felvételeket Sandor Péter, a Kozponti Kémiai

Kutatd munkatirsa készitette.

Felhasznalt anyagok

ATP-dindtriumsd, cAMP, Aminofilin /Teofilin2 X Eti-
léndiamin/, kreatin-foszfat dinadtriumsé-hidrat, krea-
tinkindz 30 Eu/mg, foszfolipaz C /[lecitindz C, Clostri-
dium welchii-bd1l izolalt/ isoproterenol HCl, a Sigma
/St. Louis,USA/ cég készitményei. A foszfolipid pre-
paratum SRL készitménye.
32P—S’trifoszfét natriumséja /D.P.G. 16,4 Ci/mmol/
az Ammersham cég készitménye volt, a 3H S-adenozil-L-
metionin /D.P.G. 8,2 Ci/mmol/ a New England Nuclear

készitménye volt.

/|SRL: Sardary Research Laboratories Canada/
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KISERLETI EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Kisérleteinkhez laboratoriumi fehér patkdny ma-
jébdél nyert plazmamembrant hasznaltunk, melyet a Moéd-
szerek cimii fejezetben leirtak alapjan &allitottunk
eld. A készitmény "tisztasdga" megfelelt a masok altal
leirt prepardtumokénak. A membran készitményrol elek-
tronmikroszkdpos felvételek is késziiltek, ezek ko&ziil
mutatunk be egyet. [2. &bra/

A kisérleteinkhez felhasznalt plazmamembréanok
ciklaz aktivitdsa nem kiilonbdzott szamottevden.

ElsS lépésként meghataroztuk a plazmamembran fe-
hérje tartalma és a ciklaz aktivitasa kozotti Ossze-
fliggést. Majd a foszfolipid és a zsirsav Osszetételt.
A plazmamembranok két f& épitdkdve a fehérje és a
foszfolipid, amelyek megfeleld szerkezet kialakuléasaval
képezik a sejtek miikédéséhez nélkiilczhetetlen hatar-
hartyakat.

A bimolekuldris foszfolipid réteg a hOmérséklet-
t81l figgden valtoztatja fizikai-kémiai allapotét. Egy
bizonyos hofok alatt a foszfolipidek apolaris zsir-
savladncai megmerevednek, a membran kristalyos gél al-
lapotaba keriil. E hSmérsékleti pont felett a zsirsav-
lancok mobilisak, a membran folyékony kristalyos al-
lapotba megy &t. Azt a hOmérsékletet, ahol ez a val-
tozas bekdvetkezik, fazisvaltozasi hdomérsékletnek,

"transition temperature"-nek nevezik.



2. abra: Patkdny maj plazmamembran elektromikroszkdpos,

képe /6700 x nagyitdas/

E rendszerek fazisvaltozasi hdmérsékletét elso-

sorban a lipidekben el&forduld zsirsavak szénatomszama



és telitetlensége hatdrozza meg. A t8réspont alatt ki-
sebb az enzim aktivitédsa és nagyobb aktivalasi energiat

igényel, ef516tt viszont forditott a helyzet.

Az enzim-aktivitds fliggése a fehérje mennyiségétdl

Ahhoz, hogy megfeleld aktivitas értékeket kapjunk,
valamint més biokémiai folyamatok ne éreztessék hata-
sukat, célszerl megvizsgalni az enzim aktivitas fliggé-
sét a fehérje koncentracidtol.

Egy bizonyos fehérje koncentracid fol1l6tt a line-
aristdl eltérd Osszefiliggés all eld, gyakori, hogy ak-
tivitas csokkenés tapasztalhatd. Ez t8bb okra vezethetd
vissza, igy pl. a vizsgalati rendszer ATP tartalma
gyorsabban cstkken, igy a szubsztrat felesleg megsziinik
a reakcid idotartama alatt, az ATP bontdsban részt vesz
a nukleotid-pirofoszfatdz, és ezt a hiadnyt az alkalma-
zott ATP regenerdld rendszer nem tudja pdétolni. Erdsd-
dik a 3’5’ cAMP foszfodiészterdz hatdsa is, melyet nem
lehet teljesen gatolni és még tdbb ismert és kevésbé
felderitett folyamat jatszd6dik le, amely neheziti az
adenil-ciklaz vizsgélatét. Ezért célszerii olyan membran
fehérje koncentracidéval dolgozni, amely az adenil-cikléaz
aktivitasdnak mérése szempontjabdl optimidlis. Kisérle-

teink sorédn a reakcibdelegy fehérje tartalma 40-80 ug



k&6z6tt ingadozott.
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3. adbra: A keletkezett cAM™ "P és a membran fehérje

koncentracid kozo6tti kapcesolat

A reakcidsebesség valtozdsa az idovel

Figyelembe kell még venni azt is, hogy a reakcid-
sebesség iddben nem &llandd, és olyan reakcididd tar-
tomadnyban kell dolgozni, ahol a reakcidtermék idGegy-—
ségre es® valtozdsa linedris. Alacsony hdmérsékleteken
ez a linearitds viszonylag hosszu id&intervallumban ér-
vényes. A hOmérséklet emelkeaésével ez a szakasz egyre

cs8kken, amint ez a 4. &brabdl is kideriil.
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4., &bra: Patkany maj plazmamembran adenil-ciklaz
aktivitadsanak idofliggése kiilénbdzd ho-

mérsékleteken

Vizsgédlataink alapjan arra a kobvetkeztetésre ju-
tottunk, hogy szobahGmérsékleten tiz percen tul nem
érdemes enzimaktivitdst mérni. A kinetikai méréseknél
hdrom perces reakcididd intervallummal dolgoztunk,
mivel O-3 perc k&zdtt minden esetben linearis volt

az idbegységre esd cAMP keletkezése.

Membran mdédositéas foszfolipaz C segitségével

Ahhoz, hogy az enzim és kOrnyezete k&zdtti kap-

csolatot vizsgalni tudjuk, valamilyen valtozast kell
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eldidézni vagy az enzimben, vagy annak k&rnyezetében.
Mi ez utdbbi megoldast valasztottuk. Lecitindz C se-
gitségével elhidrolizaltuk a PC tartalom jelentds ré-
szét. Bar ez a foszfolipid képviseli a foszfolipid
kettOsréteg jelentds részét, eddig a kutatdk nem tulaj-
donitottak neki jelent®s szerepet az enzim miik6désé-
ben, ugyanigy a PE-nak sem. Ez utdbbi foszfolipid
szintén magas szézalékos aranyban fordul eld a plazma-

membranban (47, 48/.

I. Tablazat

Patkany madj plazmamembran foszfolipid &sszetétele

Foszfolipidek  %-os Ossze- Altalunk
tétel Ray,
Skipski mért
alapjan
PC 34,9 30,5
PE 18,5 23,5
PT 7,3 9,2
PS 9,0 10,0
PG 4,8 443
LPC 3.3 3,0
LPE - 1,5
DPG = 5,0
M 17,7 14,5

PA - >1




Egyes szerzdk a savanyu foszfolipidek szerepét
hangsulyozzak [PI, PS/, mind az alapaktivitésban,
mind a hormonaktivalhatdsagban /32, 33/.

Nem tilinik azonban elképzelhetetlennek, hogy a t&bb-
séget képviseld foszfolipidek [PE, PC/ ha masként nem
is, a membranstrukturdk fizikai-kémiai &llapoténak meg-
hatdrozaséban jatszanak szerepet és ezaltal kozvetve
hatnak az adenil-ciklaz enzimre is.

10 perces foszfolipaz C kezelést alkalmazva az
Osszes foszfolipid mintegy 40 %-a elhidrolizéalt, a ke-
zelési i1dd ndvekedtével szamottevd csdkkenés mar nem
tapasztalhatdé. Az 5. abran az Ossz foszfor tartalom val-
tozéasat kdvethetjik nyomon két kiilénbbzd foszfolipéaz C
koncentracidét alkalmazva.

A késOh _biek soran az 1:10 foszfolipdz C : fehér-
je aranyt alkalmaztuk, mivel ez bizonyult optimé&lisnak
az enzimaktivitas valtozasénak nyomonkdvetésére. Vi-
szonylag rovid idd alatt idézett eld megfeleld valto-

zast és még jol mérhetd volt az enzim aktivitésa is.
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5. @bra: Az O6ssz foszfolipid tartalom valtozasa a plaz-
ma-membranban foszfolipaz C kezelés hatéséra
/]x 1:10 foszfolipadz C : membran fehérje arany,

o 1:3 foszfolipdz C : membran fehérje arany/

Hosszabb kezelési idd, vagy nagyobb foszfolipaz C
koncentracidé alkalmazasa az enzim aktkitds mérhetdségét
erSsen lerontotta. Az elhidrolizdlt foszfolipidek £&

tomege foszfatidilkolin, amelynek valtozasat a 6. abra

mutatja.
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PC%6e

t,min

6. &bra: PC tartalom valtozédsa foszfolipaz C kezelés
hatdsara [x 1:10 foszfolipaz C : membran-
fehérje arany, o 1:3 foszfolipaz C : memb-

réanfehérje arany/

Kisebb mennyiségben a PE is elbomlik, a t&bbi
foszfolipid lebomldsa nem jelentds. Ezt a valtozéast
oszlop diagramon abrazoltuk /7. &bra/, melyet kétdi-
menzids vékonyréteg kromatogrdfiaval allapitottukmeg,

az egyes foltok anorganikus foszfor tartalmat mérve.



- 35 =

10+

Pi(ug)

PE PC PS SM Pl LPC CL LPE

7. &bra: Foszfolipid Osszetétel valtozésa patkany maj
plazmamembranban foszfolipaz C kezelés hata-
sédra /Ckontroll, gz4 10 percig kezelt/

Az 5. és 6. adbra arra enged kovetkeztetni, hogy

a foszfolipaz C szamara a membran vezikuldk kililsd ré-
tege a hozzaférhetd. Gyors emésztddés csak az elsd
néhany percben van, majd jelentGsen lelassul a folya-
mat. Mivel a PC jelentds része a kiils® rétegben talal-
haté [/49/, igy magyarazatot kapunk az 5., 6. dbran lat-
haté gbrbe lefutdsara. Hosszabb kezelés hatédsadra ezek

a szerkezetek degradaldéddhatnak, ami megmutatkozott

az enzimaktivitas vizsgalatanal.
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Megvizsgaltuk azt is, hogy a foszfolipidek zsir-
sav Osszetétele befolyédssal van-e a hidrolizisre, va-
lamint a zsirsavak telitettsége ill. telitetlensége
milyen szerepet jatszik a hidrolizisben. A membranok
tranzicids allapotéat a lipidek hatdrozzak meg elss-
sorban. Ez fligg a zsirsavlancok hosszatdél, telitettsé-
gétdl és a fejcsoportok minGségétdl. Ez a valtozéas
hatéssal van a membranhoz kapcsolt enzimek miikddésére.
Az enzimaktivités homérséklet-fliggését nyomonkdvetve
az aktivitasban valtozas all be a membran tranzicids
h@mérsékletén. Az Arrhenius féle abrazoléasban ez jol
észrevehetd, mivel azon a hdmérsékleten, ahol ez a val-
tozas bedll, az egyenesnek tdréspontja van.

A kétdimenzidban elvalasztott foszfolipidek zsir-
savait tovabbi gazkromatografids vizsgalatnak vetettiik
ald. Megéllapithatd volt, hogy azok a foszfolipidek
hidrolizaldédtak el elsGsorban, amelyek telitetlen zsir-
savakat tartalmaztak. Ezek kozlil is kiemelkedtek a pal-
mitolein-, olaj-, linol- és az arachidonsav tartalmu
foszfolipidek /8. &bra/.

Egyértelmii, hogy ez a szelekcid a PC~t, ill. kisebb
mértékben a PE-t érinti. A membrdn telitett zsirsavu
foszfolipidekben gazdagabba valik, ez fdleg a kiils® ré-
tegben realizalddik, [kiils® rétegnek a tovadbbiakban min-
dig azt a réteget tekintjlik a membran asszimetrikus

voltédbdl eredden, amely a PC dontd tobbségét tartalmazzal,
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15+

10t

16:1 18:1 18:2 20:4

8. a&bra: Telitetlen zsirsavak aranyaban bekOvetkezd
valtozas foszfolipéaz C kezelés hatéaséara
/kontroll [ | , 5 percig kezelt [, 10 perc-
ig kezelt &za/

amelynek kdvetkezménye bizonyos foku merevedés lehet.
Ezt a valtozast, amely foszfolipdz C kezelés hatésara
kdvetkezik be, nyomon kdvethetjik kiilénbdzd paraméte-
rek segitségével. Ilyen mutatdk a telitett /[telitetlen
zsirsav hdnyados, vagy a koleszterol/foszfolipid arany.
A II. téblazatban ezeket az adatokat tiintettiik fel.
A kezelési idd ndvekedtével mindkét paraméter nd,
a szamadatok megbizhatdsdgat ismert mennyiségli dimirisz-

tin-foszfatidil-kolin membrénba vald beépitésével el-
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lendriztiik.
kezelési telitett /telitetlen Chol /
ido zsirsav hanyados PL
0 perc 1,33 0,285
5 perc 1,63 —
10 perc 2,90 0,335
' 10 p+ DMPC 4,12 W

II. Tadblazat: A foszfolipaz C kezelés hatésa
a telitett : telitetlen zsirsav
hidnyadosra és a koleszterol : fosz-

folipid hanyadosra

Az enzimaktivitds homérséklet-fliggésének nyomonkdvetése

Amint azt az eldzdekben emlitettem, a tranzicids
allapot valtozéds jol nyomonkdvethetd az Arrhenius ki-
netika segitségével. A kezeletlen plazmamembran adenil-
ciklaz alapaktivitéaséaban 20 ©c-on mutatkozott t&rés.

Ez jol egyezett a masok altal mért adatokkal [20/.



Foszfolipdz C kezelés hatasira a tdréspont nem tolo-
dott el szamottevden. A kezelési idd nbvekedtével
nott az enzimaktivitas. Ez a ndvekedés csak 10 percig
tartott, az-ennél hosszabb ideig kezelt membranok en-
zimaktivitds mérése pontatlanabba valik, az aktivitaés
visszaesik és nem kOveti az Arrhenius kinetikéat. Ez
valdészinli, hogy az eldzdekben emlitett membran szerke-

zet felbomlédsara vezethetd vissza.
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9. dbra: Patkany mé&j plazmamembrdn adenil-ciklaz alap-
aktivitdsanak Arrhenius-féle abrazolédsa [o-D-U/,
és ennek valtozasa foszfolipidz C kezelés ha-
tadsara [/A-A-A/ 5 perc, [o-o-o/ 10 perc kezelési

ido



A 9, abran a kontroll,az 5 percig és a 10 percig kezelt
membranok cikldz aktivitdsa lathatdo a homérséklet fligg-
vényében. Az alapaktivitashoz viszonyitva a foszfolipaz
C kezelt membranok adenil-ciklaz aktivalasi energiaja
mind a toréspont alatt, mind pedig e f616tt kisebb.

A 10 percig kezelt mintdndl a tdréspont alatt 60 KJ és
ez az érték kbzelitbleg a 75 %-a az eredeti értéknek.
Hasonld a helyzet a tdréspont £f516tt is. Az aktivalasi
energia csdkkenése és az enzimaktivitas ndvekedése

azt sejteti, hogy a foszfolipaz C-vel tOrtént igen
szelektiv beavatknzds nagymértékben segiti, [ill. lét-
rehozza/ az enzim aktiv allapotéanak kialakuléaséat.

Ha a rendszerhez glukagont adunk, az Arrhenius
egyenes tdréspontja a magasabb hdmérsékletek felé told-
dik el /19/. Katekolaminok nem vialtoztatjadk meg lénye-
gesen a todréspont helyét. Ezek a hormonok jelentOsen
novelik az enzimaktivitast és megvaltoztatjak az ak-
tivadlasi energidkat is az alapéallapothoz képest [21/.

A foszfolipaz C kezelés csdkkenti az enzim hormonakti-
valhatdsagat, és toréspont eltolddéas is tapasztalhatd.
Ez arra enged kévetkeztetni, hogy a membran szerkezeti
valtozasa befolyassal van az enzim aktivalhatdséagara,
és a savanyu foszfolipideken kivil mas foszfolipidek

is szerephez jutnak. Az eldzdekben leirtakat jol szem-
1élteti a kovetkezd két abra. A 10. abran glukagon sti- _

muldld hatdsat és annak valtozasat mutatjuk be fosz fo- 2\

3 SuEoEp —i-?



lipdz C kezelés hatédsara. A kezeletlen membranok
Arrhenius fliggvényében a 30,5 ©C-on taladlhatd tdrés
azt jelenti, hogy a glukagon jelentds szerkezeti val-
tozast idéz‘el6, ami egy adott mikrokdrnyezetben a

fluiditas viszonyok ugrasszerl valtozasat idézi eld.

25+

lg pmol cAMPxmg fehérje” x min™!
N
)
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10. &bra: Patkany madj plazmamembran adenil-cikléaz
aktivitésa: 1,5 x 10—5 M glukagon hataséara
/|o-o-o/ és ennek valtozasa 10 perces fosz-

folipadz C kezelés utén [x-x-x/



A

A foszfolipédz C kezelés rontja az enzim hormon-
aktivalhatdsagat, és azt a feltevést valdszinlisiti,
hogy a glukagon altal eldidézett szerkezeti valtozéas
nem ugyanolyan mérvi, mint a kezeletlen membranok ese-
tében. Ennek a szerkezeti valtozasnak a mértéke, eset-
leges hianya jelentkezik a tdréspont eltoldédésban és
az enzimaktivalhat6sadg romlasaban.

Izoproterenol nem okoz olyan nagymérvi tdréspont el-
toldédast, mint a glukagon, de hasonld mértékben ndveli
az enzimaktivitédst. Foszfolipdz C kezelés hasonld mér-
tékben csdkkenti az enzim aktivitasat, mint azt az eld-
zOekben mar lattuk a glukagon esetében. Mindkét eset-
ben szembetiinik az is, hogy a kezelés hatasara az en-
zim aktivaléasi energidja [/a gbrbék meredekségébdl
itélve/ jelentdsen cstkken a hormonstimuléalt allapot-
hoz képest. [ll. &abra/

Azt a feltevéslinket, hogy a membran szerkezeti
valtozédsa befolyassal van az enzim aktivédlhatdséagéara,
valamint azt, hogy a savanyu foszfolipideken kivil
[PS, PI/ mas foszfolipidek jelentdségértl a kovetkezd
kisérletiink nyujt tampontot. A foszfolipaz C kezelt
membranokhoz kiildnbdzd mennyiségii és mindségli fosz-
folipideket adagoltunk a Mddszerek c. fejezetben le-
irt médon, amelyek beépliltek a membran kettdsrétegbe,

és kovettlik az enzimaktivitds valtozasat az alap és
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11. &bra: Patkany mé&j plazmamembran adenil-ciklaz akti-
vitéasa: lO_5 M izoproterenol hatéasara [o-o-o/,
és ennek valtozasa 10 perces foszfolipaz C ke-

zelés hatédsara [x-x-x/

a foszfolipaz C kezelt &llapothoz viszonyitva.
Kezeletlen mintak:

i o 1. alapaktivitas
aktivitads valtozésa lO_SM izoproterenol hatésara
3. 15 x lO—SM glukagon hatdsa az enzim aktivitaséara
10 percig foszfolipdz C kezelt mintak:
ITI. 1. alapaktivités
2. 107°M izoproterenol hatésa
3. H, 5% IO_SM glukagon hatésa
III. Kiilénb6z6 mennyiségi PC adagolasara bekdvetkezd val-

tozds az enzimaktivitasban, a visszaadagolt foszfo-

lipid mennyiség mg egységnyi membranfehérje tar-
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talomra vonatkozik. 1. 250 ug, 2. 125 upg, 3. 125 ug+

+1,5 x 107°M glukagon.

IV. Kiilénbdzd mennyiségi PE hatasa; 1. 150 ug, 2. 75 ug.

Ve PS hatdsara bekdvetkezd enzimaktivitas valtozas;

1. 250 wg, 2. 125 ug, 3. 60 ug, 4. 10 ug.

VI. PI visszaadagolas hatéasa; 1. 10 pg, 2. 5 ug.

300
200

100

pmol cAMP/mg fehérje

12. abra: Patkdny mdj plazmamembran adenil-cikléaz
aktivitdsa 30 °C-on kiildnbszd kdriilmények

kozott

A 12. abra ezeket a valtozasokat tiinteti fel.
Foszfatidilkolin adagoldséaval vissza lehetett &llitani
az enzimaktivalhatdsdgot az eredeti értékre. Kis kon-
centracidéban a foszfatidil-etanolamin n&velte, a fosz-
fatidilszerin és a foszfatidilinozit koncentracidétdl
fliggBen gatolta vagy ndvelte az enzimaktivitast. Ezek

a kisérletek abba az iranyba mutatnak, hogy a membq@ﬁgu
e

(]
'~

seh

szerkezeti vdltozasa dontd jelentSségi az enzim mir
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k&désében, és ezaltal szabalyozhatd is. Ez a felismerés
vezetett bennlinket arra, hogy megvizsgaljuk a foszfo-

lipidek forgalmdt a plazmamembranban.

Foszfatidiletanolamin-metiltranszferdz /E.C. 2.1.1.17/

szerepe a plazmamembranban

Hirata és Axelrod mar végzett megfigyeléseket
a metildz szerepének tisztazasara, hogy az milyen mér-
tékben befolyasolja az adenil-ciklaz miikédését (46, 50/.
Arra a k&vetkeztetésre jutottak, hogy a foszfatidil-
kolinok jelentOs része a plazmamembranokban a PE —3> PC
atalakuléaséabdl szarmazik metildlédas utjén, és ez a fo-
lyamat szerepet jatszik az adenil-cikiéz aktivitasanak
valtozasaban. 3H-mal /a metil-csoportban/ jeldlt S-
adenozil-I-metionint adva az inkubacidés elegyhez, ez
a folyamat nyomonk&vethetd.

A 13. abrabdl lathatd, hogy ez a metildlasi re-
akcid elég lassu és 10 percnél rdvidebb iddnél még
nem jelentds. A foszfolipaz' C kezelt membranokban
kezdetben nagyobb a metilacid sebessége, hosszabb
reakcididdket Osszehasonlitva ez a kiildnbség mérsék-
15dik. A kezeletlen membranokban 10 percnél a PE-bdol
képzddstt PC mennyisége nem éri el PC tartalom 1 %-at.

A foszfolipaz C kezelt membranokban ez az arany 3 %
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kéril mozog. a 60. percben a kezeletlen membranokban
15 %, a foszfolipéz C kezelt membranokban 21 % a me-
tilaldédas révén keletkezett PC. EbbOl az kdvetkezik,
hogy - rovid reakcididdket véve alapul - a metiléa-
16dasbdl eredd PC-ok nem okozhatnak olyan méretii flu-
iditas novekedést, amely az adenil-ciklazra jelentOs

hatast gyakorolna.

i
10-.
(o}

g

s
2
&
o

g o
3
o
o
3
£

2 %
o
wn
v
3
%

’xl L | 2 1 1 d 1S >
0 51015 30 45 60 tmin

13. 8bra: A PE —> PC metilacid sebessége patkany
maj plazmamembranban, kontroll /x-x-x/, és
foszfolipaz C kezelt mintdkban /o-o-o/.

/|Az ordindta értékek 1 mg membrén fehérje-

tartalomra vonatkoznak./
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Az azonban valdszinii, hogy a katekolaminok hatéséara
/51, 52/ aktivaldéddé endogén foszfolipdzok altal oko-
zott PC veszteség pdtldsa a PE metildldédasa utjéan

torténik.

NMR felvételek értékelése

A foszfolipéaz C kezelés és a metilezddési folya-
matok fluiditasra gyakorolt hatédsat NMR felvételekkel
k8vettiik nyomon. Megvizsgaltuk azt is, hogy a homér-
séklet ndvekedése milyen mértékben hat a fluidités
valtozasara. A vizsgadlatokat plazmamembranbdl kivont
Osszlipideken végeztiik. A k6vetkezd kérdésekre akar-
tunk valaszt kapni:

1./ Az —N/CH3/3 csoport jele mutat-e szamottevd ampli-
tudé ndvekedést 25 °Cc és 55 °C kszott.

2./ A foszfolipadz C kezelés hatéséara milyen valtozés

kbvetkezik be a spektrumban.

3./ A metildlédas hatasdra - a kilonbdzd idokdzdkben
felvett spektrumokban - milyen vadltozésok észlel-
hetdk.

Az els® kérdésre a 14. abra ad valaszt. Az abra

alapjan azt mondhatjuk, hogy az -N/CH csoportok je-

3/3
lének a h®mérséklet ndvekedés hatdsara nincs jelentOs
amplitudd n&vekedése, inkdbb a jelek élesedését fi-

gyelhetjiik meg. Tojaslecitin felvételeknél /[/15. &bra/
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jelentBsebb amplitudd ndvekedés tapasztalhatd, amely

megegyezik az irodalomban k&zOltekkel [53/.

-N'(CH,),
-CH=CH- ’-1

T: 85°C

[
T:25°C ‘|
A J

ppm

14. &bra: Patkdny maj plazmamembranbdl izolalt lipidek
NMR felvétele /deuterdlt kloroformos oldatban/

A 14. abra alapjan azt mondhatjuk, hogy a membréan
fluiditdsaban 25 °C £515tt a hdmérséklet ndvekedése nem
jatszik dontd szerepet, ami azt valdszinilisiti, hogy
a membrén lipidjeinek &tlag tranzicids pontja 25 °c alatt
van.

A foszfolipédz C kezelés hatadsdra a spektrum a va-
rakozasnak megfeleldBen alakult. Csdkkent az —N/CH3/3
jel intenzitésa, és nGtt a jel szélessége is. A teli-
tett és a telitetlen szénhidrogén k&tések jelében nem
tapasztalhatd véaltozés, ami azt jelenti, hogy az emész-

tés hatésara csak az un. fejcsoportok tavoznak el a
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membranbdl, a diglicerid részek mozgdsa a belsd réteg

felé tendal.
D,0
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r

33°C

25°C

o~
)
H
w
N
iy
o

ppm

15. dbra: Tojaslecitin deuteralt vizes liposzdma NMR

felvétele
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16. abra: Patkéany méaj plazmamembran lipidjeinek NMR

felvétele foszfolipidz C kezelés utéan.



A foszfolipadz C-vel emésztett membranok felvételein

az S—adenozil-L-metionin kezelés ill. a metildz ha-
tasa csak igen hosszu idd mulva jelentkezik. A 10 per-
ces kezelés hatéasa még nem vehetd észre, a 30. percben
sincs jelent®Gs valtozas, szamottevd kiilonbség csak 60
perces kezelés utan jelentkezik. Az NMR felvételek

a metilaldédasi folyamatrdl jo egyezést mutatnak a jel-
zett S—adenozil-L-metioninnal végzett kisérlettel.

A kbvetkezd hadrom adbran sorrendben a 10, 30 és a 60
perces S—adenozil-L-metionin kezelés hatésii mutatjuk

be foszfolipdz C kezelt membranok lipid felvételein.

s

0
raadeta

ppm

17. adbra: Patkédny maj plazmamembran lipidjeinek NMR
felvétele 10 perces S—adenozil-L-metionin

kezelés utan
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18. abra: Patkény maj plazmamembradn lipidjeinek NMR
felvétele 30 perces S—adenozil-L-metionin

kezelés utan

N*(CH,)5

19. abra: Patkany médj plazmamembrdn lipidjeinek MR fel-
vétele 60 perces S-adenozil-L-metionin kezelés
utan



Osszegezve a felvételek alapjan addéddé valaszokat,
azt mondhatjuk, hogy olyan mélyre hatd valtozasok egyik
esetben sem kovetkeztek be, amelyek a membran szerke-
zetben fellépd kdlcsdnhatasok megsziinését, a szerkezet
megbomléasat idézték volna eld. Mind a foszfolipaz C
kezelés, mind az S-adenozil-L-metionin hatdsara rész-

leges valtozasok k&vetkeztek be.
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KOVETKEZTETESEK

Az altalunk tett megfigyelésekbdl és a masok ered-
ményeinek ésszevetéséb6l Osszeallithatunk egy olyan ké-
pet, amely a hormon hatasara bekdvetkezd valtozast szem-
lélteti a membrédn kdrnyezetben, és az adenil-ciklaz
lehetséges aktivaldédasi folyamatat mutatja. A kisérle-
tekbOl eldszér is az tlinik ki, hogy az enzim miikGdése
nem egyértelmiien két foszfolipidhez k&tdtt [/PS, PI/.

Az is megallapithatd, hogy a kdrnyezet jelentds hatas-
sal van az adenil-ciklaz aktivitasara. Ez azt is je-
lentheti, hogy a membran morfoldgiai valtozisa is sze-
repet jatszhat az aktiv allapot kialakitaséban.
Bakardjieva és mts-i hasonld k&vetkeztetésre jutottak
/53/. Az aktiv &llapotra valdszinii jellemzd, hogy az
enzim a hidroféb lipid 6vbdl a hidrofil régidkba szo-
rul ki, amikor hormonhatés éri. Ezaltal olyan helyzet
alakul ki, amelyben a receptor feldli rész mozgas-
dllapota csdkken, ugyanakkor a katalitikus alegység
kdrnyezetében kedvezményezetté valik a helyzet uj
kapcsolatok kialakitasara [/54/. Mas szavakkal ez azt
jelenti, hogy azok a kapcsold faktorok /GTP és a
megfeleld analdgok/, amelyek az ATP &atalakitasahoz
nélkiilézhetetlenek, k&nnyen tudnak k&tést kialakitani
/55, 56/. Ezt a feltételezést tamasztjadk ald azok

a mérések is, amelyek azt allapitottdk meg, hogy az ago-



nistak az entrdpia csbkkenését idézik eld, mig az an-
tagonisték’épp az ellenkezd hatast valtjak ki a memb-
ran kiils® rétegében /57, 58/.

A legujabb méréseink alapjan, amelyet ESR techni-
kaval végeztiink, azt &allapitottuk meg, hogy mind a ka-
tekolaminok, mind a foszfolipaz C kezelés hatasara
a kiilsd réteg rendparamétere nd, ami azt jelenti,
hogy a kiils® réteg rendezettségi &llapota nd és
a réteg fluiditasa cstkken [/54/.

Mivel a PC a foszfolipid kettds réteg £f06 alko-
torésze, a mennyiségében tSrténd valtozas nem lehet
kihatéas nélkil a membran szerkezetre és az ott elhe-
lyezkedd enzimekre. A 9. abrabdél lathattuk, hogy
a foszfolipaz C kezelés hatasara nem veszti el az enzim
az aktivitésat, sOt aktivitas ndvekedés tapasztalhatd
és a szilikséges aktivalasi energia is csékken. Ez a meg-
dllapitds nincs ellentétben azokkal az eddigi kisér-
letekkel, amelyek foszfolipdz C hatasara aktivitas
csbkkenést tapasztaltak. Ezek a kisérletek joval hosz-
szabb ideig tartd kezeléseket tartalmaztak, magasabb
hSGmérsékleten végezték Oket és &altalaban nem specifikus
foszfolipadz C-t alkalmaztak /15, 31, 32/.

A PC az enzim hormon aktivalhatdésagaban is sze-
repet jatszik, utalnék itt a 1l1l., 12. abrara. Akar
ndveljlik, akar csdkkentjiik a PC szintet, aktivitas

cstkkenés tapasztalhatd. Valdszinii, hogy azok a PC mo-
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lekulédk jelentOsek, amelyek telitetlen zsirsavakban
gazdagok /8. abra/.

A foszfolipéz C kezelés hatdsara az Arrhenius
kinetikéban‘lényeges toréspont eltoldédas nem tapasz-
talhaté. EbbS1l arra lehet k&vetkeztetni, hogy a kiilsd
réteget érintd kezelés hatasa kikompenzalddik a belsd
réteg altal, a kiils® réteg merevedését a belsd réteg
fluiditas noévekedése ellensulyozza, igy az O6sszképben
nem latunk valtozast. Ez megint arra utal, hogy a fosz-
folipadz C emésztés morfoldgiai valtozéast idéz eld.
Figyelembe véve a R.H. Michell és P. Allan altal ja-

vasolt modellt /59/, az abrabodol ez kézenfekvonek lat-

s 9200000000000
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a —— ——
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20. abra: Foszfolipaz C kezelés hatdsa a membradn szer-

kezetre [Michell és Allan nyoman/
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A foszfolipdz C hatasara a kiilsd rétegben csdkken
a PC fejcsoportok szama, ezt a hianyt egy szerkezeti
valtozas kompenzalja ki. A membrénban bemélyedések
jonnek létre /negativ gdrbililetek/, igy a kiils8 réteg
szorosabb illeszkedésii, a belsd lazabb felépitési lesz.
A metildldédas révén [PE —= PC/ képzddott PC-ok az
eredeti szerkezet visszaallitasat végzik, ill. azt mondhat-
juk, hogy az izoproterenollal indukéalt, vagy foszfoli-
paz C kezelés okozta PC veszteség a PE—~>»PC atalakulés
utjan pdétldédik, amelyet a foszfolipaz C kezelés és a
katekolaminok fokoznak /50, 61, 60/.

A metildldodéas utjan képzddott PC a katekolamin
hatasanak megsziintetésében is szerepet jatszhat, mivel
aktivaldlag hat a monoaminoxidazra [62/.

A masok és az altalunk kapott kisérleti adatok-
bél megprdébaltunk egy olyan modellt Osszeallitani,
amely az adenil-ciklaz aktiv enzim komplex kialakula-
sat jol szemlélteti a jelenlegi ismereteink alapjan
és nincs ellentmondasban a mésok altal k&zdlt és az
irodalomban elfogadott eredményekkel. Feltételezik,
hogy az aktiv adenil-ciklaz enzimkomplex harom al-
egységbdl tevddik Ossze. Ezek az egységek: a membran
kiilsd rétegéhez asszociidldédott receptor [R/, a belsd
rétegben helyetfoglald nukleotid regulator /N/ és az
ugyancsak itt taldlhatd katalitikus alegység [K/,
amely normdl k&riilmények kozdtt elkiilonlilten taldal-

hatd az R, N egységektdl. Ezeknek az alegységeknek
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az Osszekapcsolddasa hormon /H/ hatasédra térténik /63/.

ﬁﬁﬁ” RAS j;%
SRR U By

lhormorhom:

/?/?ﬁ 5N A
i EM ?5\5\‘

cAMP ATP
metildlds

HEEINIEELY
o ﬂ Jp

- §x. " jm

21. abra: Az adenil~-ciklaz enzim komplex kialakuldsanak
feltételezett mbédja

Feltételezziikk, hogy hormonhatdsra hasonld szerke-
zeti valtozas jon létre a membranban, mint azt korabban
a foszfolipaz C hatéasanal lattuk. Ennek eredményeképp
alakulhat ki a H + R.N— H.R.N". aktiv komplex. Ennek
az allapotnak a kialakuldséaban és fenntartdsidban jelen-
tSséget tulajdonitunk annak a hatédsnak, hogy az agonis-
tdk a rendezettségi allapot ndvekedését [entrbpia csdk-

kenését/ idézik eld a membran kiilsd rétegében, mig az
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antagonistdk épp az ellenkezd hatast valtjak ki /57, 58/.
A kOvetkezd 1lépésként kialakul a H.R.N.GTP komplex és
ezzel egyiddben a katalitikus alegység kapcsolddasa is
megtSrténik a nukleotid regulator egységhez, ilymddon
kialakul egy

H.R.N.K

. aktiv holoenzim.
GTP
A folyamat egyik hatderejének tekintjiik a katalitikus
alegység megndvekedett mozgasszabadsagat, valamint
az ion kOrnyezet valtozdsat. Ennek megfelelden a szubsz-

trat atalakitéasa a kovetkezd folyamattal irhatd le:

aktiv holoenzim + MgATP —=» cAMP + PPi

A membréanszerkezet eldzdekben vazolt dinamikus
valtozasa in vitro és in vivo is részt vehet az enzimek
aktiv allapotéanak kialakitésaban, ugyanakkor gatlasuk-
ban is, és a membranon keresztiil t6rténd transzport-

folyamatok szabalyozasaban.
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