
A MAGYAR 
TUDOMÁNYOS AKADÉMIA 

B I O L Ó G I A I T U D O M Á N Y O K O S Z T Á L Y Á N A K 

KÖZLEMÉNYEI 

S Z E R K E S Z T I 

B A L O G H J Á N O S 

m 
AKADÉMIAI K I A D Ó , B U D A P E S T 

1 9 8 0 

BIOL. OSZT. KÖZL. 



A M A G Y A R T U D O M Á N Y O S A K A D É M I A 
B I O L Ó G I A I T U D O M Á N Y O K O S Z T Á L Y Á N A K 

KÖZLEMÉNYEI 
Л S Z E R K E S Z T Ő B I Z O T T S Á G T A G J A I 

A L F Ö L D I L A J O S , T I G Y I J Ó Z S E F , F A R K A S G Á B O R S Z K N T Á C O T H A I J Á N O S 

S Z E R K E S Z T Ő 

B A L O G H J Á N O S 

T E C H N I K A I S Z E R K E S Z T Ő 

D É Z S I L Á S Z L Ó 

S Z E R K E S Z T Ő S É G : M T A B I O L Ó G I A I O S Z T Á L Y A B U D A P E S T 1 0 5 1 M Ü N N I C H F E R E N C u . 7 . 

K I A D Ó H I V A T A L : B U D A P E S T 1 3 6 3 A L K O T M Á N Y U . 2 1 . 

A Magyar Tudományos Akadémia Biológiai Osztályának Közleményei változó ter-
jedelmű füzetekben jelennek meg. Négy füzet alkot egy kötetet . Evenként egy kötet jele-
nik meg. 

Az MTA Biológiai Osztályának Közleményei részére kéziratok a következő címre 
küldendők: 

1051 Budapest Münnich F. u. 7. Dézsi László technikai szerkesztő. 
Közlésre el nem fogadott kéziratokat a szerkesztőség lehetőleg visszajuttat a szer-

zőhöz, de felelősséget a beküldött kéziratok megőrzéséért vagy továbbításáért nem vállal. 
A Közlemények előfizetési ára kötetenként 84,— forint. Megrendelhető belföldre az 

Akadémiai Kiadónál (Budapest 1368 Alkotmány u. 21. Pénzforgalmi jelzőszám: 215-11488), 
külföldre a „ K U L T Ú R A " Külkereskedelmi Vállalatnál (Budapest 1389 Fő utca 32. Pénzfor-
galmi jelzőszám: 218-10909) vagy annak külföldi képviseleteinél és bizományosainál. 

A Magyar Tudományos Akadémia Biológiai Tudományok Osztálya és Orvosi Tudo-
mányok Osztálya a következő idegen nyelvű folyóiratokat adja ki: 

Acta Biochimica et Biophysica Acta Micrubiologica 
Acta Biologica Acta Morphologica 
Acta Botanica Acta Paediatrica 
Acta Chirurgica Acta Physiologica 
Acta Medica Acta Zoologica 

E lapok hivatot tak a magyar biológiai és orvosi tudományok eredményeinek legja-
vával a külföldet megismertetni. 

A cikkek angol, német, francia vagy orosz nyelven jelennek meg, a szerző kíván-
sága szerint, az összefoglalók pedig további egy, ill. két nyelven. A dolgozatot magyar vagy 
a megfelelő idegen nyelven az alábbi címekre kell beküldeni: 

Acta Biochimica et Biophysica szerkesztősége, 1113 Budapest Karolina út 29. (Dr. 
Sajgó Mihály) és 7624 Pécs Szigeti út 12. (Dr. Niedetzky Antal). 

Acta Bioíogica szerkesztősége, 8237 Tihany MTA Biológiai Kutatóintézete (Dr. Salánki 
János). 

Acta Botanica szerkesztősége, 2163 Vácrátót, MTA Botanikai Kutató Intézet (Dr. 
Borhidi Attila). 

Acta Chirurgica szerkesztősége, 1082 Budapest Üllői út 78/b. Urológiai Klinika 
(Dr. Rényi-Vámos Ferenc). 

Acta Medica szerkesztősége, 1083 Budapest Szigony u. 43. KOKI (Dr. Stark Ervin). 
Acta Microbiologica szerkesztősége, 1097 Budapest Gyáli út 4. OKI (Dr. Lányi Béla). 
Acta Morphologica szerkesztősége, 1094 Budapest Tűzoltó u. 58. Szövet- és Fejlődés-

tani Intézet (Dr. Somogyi Endre). 
Acta Paediatrica szerkesztősége, 1083 Budapest Bókay János u. 53. I. sz. Gyermek-

klinika (Dr. Véghelyi Péter) 
Acta Physiologica szerkesztősége, 7622 Pécs, Rákóczi út 80. (Dr. Hartmann Géza). 
Acta Zoologica szerkesztősége, 1088 Budapest Baross u. 13. Természettudományi 

Múzeum (Dr. Soós Árpád). 



AZ MTA BIOLÓGIAI TUDOMÁNYOK OSZTÁLYÁNAK 
KÖZLEMÉNYEI 

XXIII . 1—4. SZÁMÁNAK TARTALOMJEGYZÉKE 

Megemlékezés 1 

ÖNÁLLÓ T A N U L M Á N Y O K 

Kövér András és Geszthelyi István: Primycin hatása a vázizom elektromos sajátságaira és 
az elektromechanikai csatolásra 5 

Szabolcs Márton: Kalcium-transzport vizsgálatok fragmentált szarkoplazmatikus reti-
kulumon 16 

Kériné Fülöp Ildikó, Jóna István és Kónya László: A vázizom Ca-kompartmentalizáció-
jának matematikai analízise számítógépes programmal 29 

Kónya László: A koffein kontraktúrák paramétereit befolyásoló tényezők vizsgálata béka 
vázizmon 37 

Laczkó Jenő és Varga Sándor: A vörösvértest alak vizsgálatának néhány aspektusa kon-
zervált és konzervált-rejuvenált vérmintákon 43 

Tóth Ida: Biológiai minták előkészítése és qual i tat iv röntgensugár mikroanalízise 53 
Ligeti Erzsébet: Mitchell kemiozmotikus e lmélete és mitokondriális ion-transzport folya-

matok tükrében 67 
Szász Ilma, Sarkadi Balázs, Hasitz Mária, Enyedi Agnes és Gárdos György: A Ca-pumpa 

sajátságainak vizsgálata ép emberi vörösvérsejteken izolált membrán fragmentu-
mokon és kifordított membrán vezikulákon 93 

Hasitz Mária: Az emberi trombocita membrán glükoproteinjeiről 109 
Török Tamás és Vizi E. Szilveszter: Nátrium-pumpa (Na + K-akt ivál t membrán ATPáz) 

jelentősége a neurokémiai transzmisszió posztszinaptikus szabályozásában . . . . 123 
Ábrahám Ambrus: Fény és elektronmikroszkópos vizsgálatok emberi carotis testeken 143 
Bárányi Ilona: Citológiai változások a p-bróm-metamfetamin (V—111) hatására a tavi-

kagyló (Anodonta-cygnea L.) központi idegrendszerében 179 
Menyhárt János és Marcsek Zoltán: A tüdőszövet sejtjeinek in vivo DNS szintézisét 

specifikusan gátló fehérje természetű faktor részleges tisztítása marhatüdőből . . 189 
I f j . Gáspár Rezső, Damjanovich Sándor és Somogyi Béla: Sejtpopulációk automatizált 

analízise és szeparálása 205 
Gergely Pál és Bot György: Fehérjék foszforilációs és defoszforilációs átalakulásának 

szabályozása 223 
Czakó József: Adatok a gazdasági állatok viselkedésének vizsgálati módszereihez 239 

Tigyi József: A Magyar Tudományos Akadémia Biológiai Tudományok Osztálya 1980. 257 
évi közgyűlési beszámolója 

Hozzászólások 265 

A MATEMATIKAI ÉS FIZIKAI TUDOMÁNYOK OSZTÁLYÁNAK, AZ ORVOSI TUDOMÁNYOK OSZTÁLYÁNAK, 
VALAMINT A BIOLÓGIAI TUDOMÁNYOK OSZTÁLYÁNAK 

EGYÜTTES TUDOMÁNYOS Ü L É S E 

1980. május 7—8. 

Ú J VONÁSOK A B I O F I Z I K Á B A N 
Az előadások programja 273 
Tarján Imre: Megnyitó 274 
Straub F. Brúnó: Biológiai makromolekulák szerkezete és funkciója 275 
Závodszky Péter: Az immunglobulin — különböző tevékenységek összehangolása egy 

makromolekulában 289 



Cser László: Az immunglobulinok konformációjának vizsgálata 309 
Damjanovich Sándor, Somogyi Béla és Trón Lajos: A fehérje matrix dinamikája és az 

enzimfunkció közötti kapcsolat 319 
Venetianer Pál: Génműködés és nukleinsavszerkezet 327 
Rontó Györgyi: Pontszerű sérülések fágokban 337 
Keszthelyi Lajos: Membránhoz kötött fehérjék működése 347 
Györgyi Sándor: Szerkezeti átalakulások lipidmembránokban 379 
Salánki János: Az idegsejt elektromos aktivitása 389 
Fehér Ottó: Tanulás az idegsejt szintjén 403 
Lábos Elemér: Neuronális rendszerek analízise és szintézise 421 
Zimányi József: Neuronhálózatok önszerveződésének e g y matematikai modellje 429 
Vámos Tibor: A mesterséges és természetes intelligencia 441 
Tigyi József: Távlati lehetőségek 445 
Berényi Dénes: Elektronspektroszkópia: Új lehetőségek a biológiai-orvosi problémák 

kutatására 453 
Kapuy Ede: Kvantumkémiai módszerek 463 
Szlávik Ferenc: Számítógépes kardiológiai módszerek 471 

Hírek 479 



MEGEMLÉKEZÉS 

1903—1980. 

Soó R E Z S Ő a magyar és nemzetközi botanikai tudománynak kimagasló 
vezéralakja, Székelyudvarhelyen 1903. augusztus 1-én született székely 
családból. Már gyerek korától utolérhetetlen becsvággyal és energiával szá-
guld meredeken ívelő pályáján. 14 éves korában kezdi meg gyűjtéseit (növé-
nyek, bélyegek) és 17 éves korában megjelenik első publikációja. Magasra 
törő ambíciói szakadatlanul és fáradhatatlanul újabb és újabb alkotásokra 
sarkallják. Kolozsváron kezdett iskoláit a budapesti egyetemen folytatja, 
mint az Eötvös Kol légium tagja 1925-ben ki tűnő eredményű tanári szak-
vizsgát, valamint s u m m a cum laude doktorátust tesz (növénytan, ásvány-
kőzettan, kémia). 1926-ban sub auspiciis doktorrá avatják; értekezése a „sai-
sonpolymorphismus" fajkeletkezési problémáját oldja meg. 

Első könyve az erdélyi magyar iskolák számára írt növénytan volt 
(1926). 1925—27-ig a berlini Collegium Hungaricum tagja; Dahlenben a Bo-
tanikai Intézetben és Botanikus Kertben dolgozik; előadásokat tart a Botan. 
Verein d. Provinz Brandenburg-ban. Ekkor kezdi meg külföldi tudományos 
intézeteket látogató út ja i t és botanikai exkurzióit. 

1927—29. a t ihany i Biológiai Kutatóintézet adjunktusa. 1929 végén 
27 éves korában elnyeri a Debreceni Egyetem Növénytani Tanszékét. Meg-
szervezi az egyetemi Növénytani Intézetet és Botanikus Kertet. I t t válik 
számára lehetővé, h o g y új irányzatként kialakítsa cönológiai- és ökológiai 
„iskoláját", mely csakhamar az országhatáron túl is mint Soó-féle cönológiai 
iskola vál t ismertté. 1935-ben hivatalos kiküldött az amszterdami botanikai 
kongresszuson, 1936—37-ben bölcsészkari dékán, 1939-ben félévig vendég 
professzor Königsbergben. 

1 MTA Biol. Oat. Kőit. 23 (1980) 
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Debrecenben az Alföld természetvédelmének harcosa, az Ő nevéhez 
fűződik Bátorliget rezervációjának létesítése. Mint a debreceni Tudományos 
Társaság természettudományi osztályának titkára annak folyóiratát a „Ti-
sia"-t szerkeszti, ezenkívül saját intézeti folyóiratot ad ki az Acta Geobota-
nica Hungaricá-t (1936—1949). 

1940 őszén a kolozsvári egyetemre a növényrendszertan tanárává ne-
vezik ki s egyben a Botanikus Kert és az Erdélyi Múzeum Növénytárának 
igazgatója. 1945 őszén átélve Budapest ostromát visszatér Debrecenbe és 
újra átveszi régi intézetét. Kolozsvárott megindított új kiadványsorozatai 
(a Scripta Botanica Museum Transsilvanici 3 kötet , Fontes Florae Hunga-
ricae 2 kötet) megszakadnak, de az intézeti Acta és a Magyar Flóraművek 
továbbra is megjelennek. Növényföldrajza mint egyetemi tankönyv a fel-
szabadulás után megjelent első természettudományi munkák egyike volt. 

1947-ben a Magyar Tudományos Akadémia levelező tagjává választja. 
Az Akadémia megbízásából Jávorka Sándorral Magyarország növényvilága 
kézikönyvét állítják össze (1951), ennek alcíme „Magyarország vadontermő 
és termesztett növényeinek meghatározója, ökológiai és gazdasági útmutató-
ja", melyet Jávorka Sándor f lóraművei alapján a magyar botanikusok közre-
működésével írt. E kollektív munka olyan kézikönyv hiányát pótolta, mely 
nemcsak a szakembereknek, hanem mindazok számára megadja a növények-
ről a sokoldalú ismereteket, akik hivatásuk vagy munkájuk során a növény-
világgal foglalkoznak és számukra lehetőséget nyújt a Magyarországon termő 
és termesztett növények és életfeltételeik megismerésére. 

1951-ben a Tudományos Akadémia rendes tagjává választja, a Biológiai 
Osztály elnöke (1952—53). 1951-ben Kossuth-díjat kap „a magyar növény-
tani kutatásban és szervezésben kifejtett kimagasló érdemeiért". A Vallás- és 
Közoktatási Minisztérium megbízásából 1952-ben „Fejlődéstörténeti Növény-
rendszertan" tankönyvet ír, melyért újból Kossuth-díjat kap 1954-ben. 

1952—55-ig a Budapesti Egyetemen is előad, majd 1955-től 1969-ig 
az ELTE Növényrendszertani-Növényföldrajzi Tanszék és Botanikus Kert 
igazgató professzora. 

Nagyszámxí tanulmányai, monográfiái közül kiemelkednek Orchideae 
feldolgozásai, ő az európai Orchideák egyik legjobb specialistája. Elkészíti 
a Flora Europaea számára több genus korszerű feldolgozását. 

1964-től készült el a 6 kötetes közel 4000 oldal terjedelmű „Magyar 
f lóra és vegetáció, rendszertani, növényföldrajzi kézikönyve", mely világ-
irodalmi viszonylatban is a legrészletesebb mikroszisztematikai-cönológiai 
f lóramű. Benne kritikai szintézisben foglalja össze a magyar flórakutatásnak 
több évszázados eredményeit és a magyarországi növénytakaró fajokra 
bontott adatait. 

Már erősen betegeskedése alatt készült több mint 10 szakember közre-
működésével az 1978-ban megjelenő „Bibliography of Hungarian Synecolo-

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 



MEGEMLÉKEZÉS 3 

gical Scientif ic Literature 1900—1972" с. munkája. Ez magába foglalja közel 
3/4 évszázad növény és állatökológiai és cönológiai irodalmunkat, valamint 
a magyar bioklimatológiai, talaj- és hidrobiológiái munkák teljességre törekvő 
felsorolását. Fontos áttekintést és segítséget ad több tudományterület szá-
mára. 

Könyveinek, tamilmányainak részletezése helyett utalok a Soó Pro-
fesszor 70 éves születésnapja alkalmából megjelent méltatásra*, (ahol élet-
rajzi adatain kívül részletesen idézettek legfontosabb önálló könyvei , folyó-
irat és sorozat-publikációi; tanítványai száma, a róla elnevezett növények 
felsorolása stb.). Összefoglalásként csak néhány számadattal érzékeltetem 
páratlan gazdagságú alkotásait. Megjelent könyveinek száma 29, tudomá-
nyos dolgozatainak száma 400-nál t öbb és mintegy 3000 népszerű cikkek, 
előadások, ismertetések, útleírások, lexikon címszók tartoznak bibliográfiai 
adataihoz. Cikkei, előadásai 7 nyelven, 16 országban jelentek meg. 

Külföldi útjai során bejárja egész Európát, eljutott Marokkóba, Egyip-
tomba, Anatóliába, Transkaukáziába, Szovjet Közép-Ázsiába. 

Sikeres élete során külföldi és hazai elismerés is bőségesen jutot t osztály-
részéül. A Magyar Tudományos Akadémián kívül a Kclet-Németországi 
Akadémia Leopoldino-Caroliniana is rendes tagjává választotta (itt is fél 
évig v e n d é g professzorként működik). Tiszteleti tagja a Magyar Biológiai 
Társaságnak, a Botanikai Szakosztálynak, az Össz-szövetségi Botanikai 
Társaságnak, az osztrák, finn, bajor, bolgár, svéd társaságoknak. Alelnök 
volt több nemzetközi botanikai kongresszuson, 4 külföldi szakfolyóirat szer-
kesztőbizottsági tagja, és ezenkívül m é g számos társadalmi egyesületnek is 
tiszteletbeli tagja, ill. díszelnöke. 

N e v é t 50 növény viseli. 
Kétszer kapott aranyfokozatú Munka Érdemrendet. 70. születésnapján 

a Debreceni Kossuth L. Tudományegyetem díszdoktorrá avatta. 1979-ben 
pedig Debrecen város díszpolgára le t t . 

Ami lyen páratlan botanikai munkássága, olyan páratlan és lenyűgöző 
több irányú gyűjtési szenvedélye. Gyermekkora óta gyűjtött herbáriumát, 
mely mintegy 50 000 lapból áll a Kolozsvári , ma Babes-Bolyai Egyetemnek 
ajándékozta. 

Szoros szálak fűzték az irodalomhoz és képzőművészetekhez. E z t bizo-
nyítja a több mint 10 000 kötetből álló könyv gyűjteménye, a mintegy 80 000 
lapból álló kisgrafikai gyűjteménye, me ly világviszonylatban is a harmadik 
legnagyobb magánkézben levő gyűj temény és birtokában volt a kb. 170 000 
darabból álló bélyeggyűjteménynek is, mely szintén a legnagyobb és legérté-
kesebb magánkézben levő ilyen jel legű gyűjtemény. 

* Prof. Rezső Soó Academician on his Seventhieth Birthday Acta Botanica Academiae 
Scientiarum Hungaricae, Tom. 19, 1—4 pp. I I I —XI. (1973). 

1* MTA Biol. Osxi. Költ. 23 (1980) 
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Több írásában hivatkozott arra, hogy élete legfőbb eredményének és 
büszkeségének nem dolgozatait, gyűjteményeit tekinti, hanem azt, hogy 
iskolát nevelt és mintegy 60 biológus kutatót nevezhet tanítványának, akik 
közül számosan magas, sőt legmagasabb tudományos kvalifikációt is el-
értek. 

Tanítványai és munkatársai iránt igényes volt . De a tudást , szorgal-
mat nemcsak igényelte, de értékelte is és munkatársai előre haladására büszke 
vol t . Az emberi érintkezésben nem volt mindennapi mércével mérhető. 

Életének mintegy hitvallásaként tekinti az általa eszményképnek 
tekintett Ady „Köszönet az Életért" c. versét, melyet így idéz: 

„Az élet egyszeri kivételes szent örömül adatik, 
örülni kell az életnek és élni szépen, 
szép alkotásokkal körülvéve" 

í g y élve Soó professzor alkotásaival a magyar botanikában korszakalkotó 
lett , a florisztikai korszakot lezárta, a cönológiai-ökológiai korszakot meg-
nyitotta. Neve és emléke azonban nemcsak a botanikában maradandó, de 
sokoldalú egyéb tevékenységében, gyűjteményeiben is tovább él. 

Saját magáról így vallott „Életem örök küzdelem volt önmagammal, 
feladataimmal, környezetemmel, a mind jobban fogyó idővel, erővel. Á m 
bevallom kis diákkorom óta rettenetes hiúság, ambíció gyötört, minél többet 
tenni, alkotni, gyűjteni.". Hogy sikerült-e ő maga adja meg a választ: „ A 
sors megengedte az életcélom megvalósítását" ezt Ady versének szavaival 
így köszöni: 

„És akármi is fog már jönni 
Mielőtt végleg elmegyek 
Meg fogom ezt szépen köszönni" 

A vég 1980. február 10-én, életének 77. évében eljött és most búcsúzáskor 
mi is mindent köszönünk, mindent amit Soó professzor gazdag örökségként 
ránk hagyott, melyből még generációk egész sora sok tudás forrását lelheti 
kegyelettel Reá emlékezve. 

M Á T H É I M R E 

MTA Biol. Ossi. Köti. 23 (1980) 
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PRIMYCIN HATÁSA A YÁZIZOM ELEKTROMOS 
SAJÁTSÁGAIRA 

ÉS AZ ELEKTROMECHANIKAI CSATOLÁSRA* 

KÖVÉR ANDRÁS és GESZTELYI ISTVÁN 

Debreceni Orvos tudományi E g y e t e m K ö z p o n t i K u t a t ó Laboratóriuma és B e s s e n y e i György 
Tanárképző F ő i s k o l a , Nyíregyháza 

Ismeretes, hogy a V Á L Y I - N A G Y és mtsai által egy streptomyces törzs-
ből izolált quanidin t ípusú antibiotikum ( V Á L Y I - N A G Y és mtsai 1 9 5 4 ) , a 
primycin toxicitása miat t ( V Á L Y I - N A G Y és K E L E N T E Y 1 9 6 0 ) csak lokálisan 
alkalmazva használható terápiás célra. Nyúlon 2—3 mg/kg primycin intra-
vénásán beadva általános tremort okoz , mely a spontán légzés leállásával 
egyidejűleg szűnik meg. A primycinnel kiváltható vazokonstrikció, hemolízis, 
bélmotilitás növekedés, s az előbb eml í te t t megfigyelések arra utalnak, hogy 
a primycin toxikus hatásait különféle membránstruktúrákon fe j thet i ki. 
A primycin kémiai szerkezete alapján (ABERHAHT és mtsai 1 9 7 0 , 1 9 7 4 , BLUM 

1965) trimodális molekulának fogható fel , vagyis a molekula két v é g é n levő 
egy-egy poláris rész (guanidin és 1-arabinóz), valamint a poláris csoportok 
közötti ciklikus lipofil rész sajátságai meghatározhatják a molekula memb-
rán-aktív tulajdonságait, ill. orientálódását a membránban (1. ábra). Fel-
tételezésünk szerint a szénhidrát komponens a membrán külső v izes kör-
nyezete, a guanidin rész a membrán belső víztere felé, a lipofil rész pedig a 

A PRIMYCIN SZERKEZETI KÉPLETE 

1. ábra. Pr imyc in kémiai szerkezete 

* I X . Membrán Transzport Konferenc ián 1979. május 9 — 18 között S ü m e g e n el-
hangzott e lőadás. 
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membrán lipidjébe orientálódik. Az utóbbi következménye lehet a mester-
séges lipidmembránokon megf igyel t perturbáló, detergensszerű hatása a 
molekulának ( B L A S K Ó és mtsai 1 9 7 9 ) . Jelen munkánkban korábbi megfigye-
lések alapján ( D A R Ó C Z I és G E S Z T E L Y I 1 9 7 0 ) a primycin béka vázizomra ki-
fej tet t hatását tanulmányoztuk. Kísérleteinkhez béka (Rana esculenta) 
sartorius és semitendinosus izmait használtuk. 

A korábbi adatoktól eltérően ( D A R Ó C Z I és G E S Z T E L Y I 1 9 7 0 ) , intra-
celluláris elvezetés alkalmazásával kimutattuk, hogy a primycin az előzete-
sen Na + -mentes Ringer oldatban inkubált váz izom felszíni membránjának 
nyugalmi potenciálját is csökkenti , azaz depolarizációt okoz (2. ábra). A 
depolarizáció koncentráció és időfüggést muta t , s egy viszonylag gyors és 
egy lassú szakaszra különíthető el. A gyors szakasz meredeksége nagyobb 
primycin koncentrációknál kifejezettebb. A lassú szakasz idő és koncentráció 
függő telítést m u t a t . Az irodalomból ismeretes, hogy a depolarizáció növeli 

2. ábra. Primycin h a t á s a a béka sartorius izom membránpotenciáljára kolin-klorid R i n g e -
ben. Ordináta a depolarizáció mértékét mV-ban, az abszcissza az inkubációs időt percekben 
muta t ja . A görbék j o b b oldalán a pr imycin koncentrációk vannak fe l tünte tve . Nyugalmi 
potenciál 91,5 ± 1,8 mV. A görbéken az 50 — 50 mérés á t laga mV ± S D - b e n van fe l tüntetve 

3. ábra. Na-ionok h a t á s a a primycinnel kolin-klorid Ringerben béka sartorius izmon k ivá l to t t 
depolarizációra. N y u g a l m i potenciál 92 ,4 ± 2,3 mV. Ordináta a depolarizáció mértékét m V -
ban, az abszcissza az alkalmazott pr imyc in koncentrációkat mutatja. A görbék a különböző 
pr imycin koncentrációknál kolin-klorid Ringerben ( о О, az inkubálás 14 —15. percében), 
ill. ez t követően 3 perces NaCl Ringerben végzett inkubálás után ( • • ) mért membrán-

potenciál értékeket mutatja. E g y é b részleteket 1. a 2. ábra szövegében 
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Primycin-depolarizáció kolin-Ringerben 

W. , : i.N°-R -
2.1CPM primycin kol in-Ringer 

300 600 700 (sec.) 
Na-R, Na-R 

primycin kol in-Ringer 

4. ábra. Na-ionok hatása a primycinnel kolin-klorid Ringerben kiváltott depolarizációra 
(folyamatos intracelluláris regisztrálási technikával). Az abszcissza alatt az inkubálás felté-
teleit adtuk meg. A nyilak az oldatcserék időpontját jelzik. Az A görbe а 2 x l 0 - 6 , В görbe a 

4 х 1 0 _ 6 M primycin hatását mutatja be 

a vezető membránok Na + -permeabi l i tását . Kísérleteinkben a kolin-klorid 
Ringerben kiváltott pr imycin depolarizáció mértéke fokozódott , ha a primy-
cint tartalmazó kolin-klorid Ringért 15 perces kezelést követően primycint 
ugyanabban a koncentrációban tartalmazó NaCl Ringerre cseréltük (3. ábra). 
A membránpotenciál fo lyamatos regisztrálása során hasonló megfigyelést 
tettünk (4. ábra). Ez esetben a depolarizáció során fel lépő mechanikus reak-
ciók elkerülésére az inkubáló közeg ozmoinolaritását szacharózzal kétszere-
sére növeltük. A 4. ábrán jól megfigyelhető a depolarizáció gyors és lassú 
fázisa, valamint az a t é n y , hogy a N a + -tartalmú Ringer oldatra való át-
téréskor a depolarizáció mértéke nő, majd N a + - m e n t e s Ringerre történő 
visszatérésre a membránpotenciál a kolin-klorid Ringerben megfigyelt ér-
tékre csökken. A változások jellege arra mutat, hogy jelen kísérleti körül-
mények között a Na + -potenc iá l kifejlődéséért felelős Na-csatornák tartósan 
nyitva maradnak, vagyis Na + - inakt ivác ió nem következik be. 

Eredményeink alapján feltételeztük, hogy a primycin elsődlegesen a 
K + -csatornák működését érinti, feltehetően azok gátlása útján váltja ki 
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KOLIN RINGER 

5. ábra. Primycin hatása béka semitendinosus izmából készített izomrostkötegek 42K fel-
vételére. Az ordinátán a 42K felvételt , az abszcisszán az inkubálás idejét, a diagram alatt a 
kolin Ringerben primycinnel,ill . anélkül végzett inkubálások tartamát tünte t tük fel. A kísér-
letekhez ugyanazon békák semitendinosus izompárjait használtuk kontroll, ill. tesztobjektum-
ként. Az izmokat párhuzamosan 4 2K-kolin-Ringerben fél óráig primycin nélkül inkubáltuk, 
majd a kontroll izmokat ugyanolyan összetételű Ringerbe ( ), a t e sz t izmokat hasonló 
összetételű, de primycint 5 X l 0 ~ 6 M-ban tartalmazó Ringerbe vittük át ( ). Átlagok 

± SD feltüntetve 

6. ábra. Primycin hatása a négyszögimpulzusokkal kiváltott akciós potenciálokra. Inger-
feszültség 5 V, impulzus-szélesség 0,5 msec . Az akciós potenciálokat a 0,35 X 10 ~6 M primycin-
nel történt inkubálás során (NaCl Ringerben) a 0. (1): 3. (2); 15. (3); 30. (4); 45. (5); 60. (6) és 

80. (7) percben regisztráltuk intracelluláris mikroelektród technikával 
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kolin-klorid Ringerben a nyugalmi potenciál csökkenését. E probléma további 
vizsgálatára ^K"1" felvétel i kísérleteket végeztünk primycin jelenlétében és 
távollétében. Az 5. ábrából kitűnik, hogy a primycin már 5 x l 0 ~ e M kon-
centrációban gyakorlatilag felfüggeszti az izom 4 2 K + felvételét. Megvizsgál-
tuk továbbá a primycin hatását az izom négyszögimpulzusokkal kiváltott 
akciós potenciáljaira (6. ábra). Megfigyelhető, hogy az akciós potenciálok 
nagysága és meredeksége a primycin jelenlétében időben kifejlődő depolari-
záció során egyre inkább csökken, majd ezek kiválthatósága adott membrán-
potenciálértéknél megszűnik. Tekintettel arra, hogy NaCl Ringerben a pri-
mycin depolarizáció hatására fellépő fokozott N a + belépést C l - és víz be-
áramlás is kíséri, ami megváltoztathatja a membrán szabályozási folyama-
tait, a primycin hatását nem, vagy alig penetráló anionok jelenlétében, azaz 
Na-izetionat Ringer oldatban is tanulmányoztuk. Ezen esetben a KCl he-
lyett K-glutamátot, CáCl2 helyett Ca-glukonátot alkalmaztunk a Ringer 
oldat készítése során. A mechanikai válaszok elkerülésére a közeg ozmomola-
ritását szacharózzal megkétszereztük. 

A 7. ábrán megfigyelhető, h o g y Na-izetionát Ringerben az alacsony 
koncentrációban alkalmazott primycin hatására előbb lassú depolarizáció 
fejlődik ki, majd az elérve a Na + -csatornák nyitásának küszöbértékét, akciós 
potenciál jellegű gyors potenciál változásokban folytatódik. Az egyes poten-
ciál változások ún. potenciálvállal indulnak, me ly azután hirtelen gyors 
potenciál csökkenésbe ( N a + -aktiváció) megy át, amit ugyancsak pillanat-
szérűén fellépő repolarizáció követ . A potenciáljel-sorozat alatt az alap-
depolarizáció elmélyül, a potenciálvállak meredeksége nő, a kisülési frek-
vencia fokozódik, az egyes kisülések nagysága csökken, majd a jelgeneráció 

7. ábra. Primycinnel Na-izet ionát Ringerben kiváltott akciós potenciál sorozat. Regisztrálás-
az 1. (1); 1,5 (2); 2. (3); 2,5 (4) percben a primycin alkalmazását követően történt 
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kb. О mV membránpotenciál értéknél teljesen megszűnik. Rövid idő múlva 
spontán repolarizáció következik be. Ha ez a Na + -csatornák nyitásának 
potenciálküszöbét meghaladja, az előbbihez hasonló újabb potenciáljel-
sorozat indul el. Kísérleti adataink arra utalnak, hogy a primycinre fellépő 
esetenként ciklikusan ismétlődő folyamatokban különböző szabályozó mecha-
nizmusok szerepelnek. A gyors jelgenerációért feltehetően a Na+ -permeabil i -
tás ritmikus változása, a két jelsorozat közötti repolarizációért a membrán 
metastabil állapotát szabályozó mechanizmusok a felelősök. Felmerül az a 
lehetőség is, hogy mindkét folyamat szabályozásáért esetleg két , egymással 
szorosan csatolt, de strukturálisan más helyre (felszíni membrán és tubuláris 
membrán) lokalizálható rendszer felelős. 

Ismeretes továbbá, hogy a felszíni membrán adott meredekséget meg-
haladó depolarizációja a kontraktilis rendszer aktiválódását, azaz az izom 

8. ábra. Primycinnel ( 1 0 _ s M) NaCl Ringerben kiváltott összehúzódás. Az ábrán az 5 x l 0 ~ 2 

M K + és Ю - 2 M koffein hatását is bemutatjuk. Üres nyilak a 20 perc időközöket jelzik, mikor 
regisztrálás nem történt. Az abszcisszán az időt és a különböző kezelések időtartamát (fekete 

szakaszok) tüntettük fel 

1perc 
9. ábra. Primycinnel (10 ~5 M) kolin-klorid Ringerben kiváltott összehúzódás. A és B, valamint 
С és D között az összehúzódást nem regisztráltuk folyamatosan, annak mértékét csak minden 
3. (A —B) és mindegyik (C —D) percben regisztráltuk, pontokkal jelezve. Egyebekben 1. a 

8. ábrát 
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összehúzódását váltja ki (ha az ún. mechanikai küszöböt eléri), függetlenül 
attól, hogy a depolarizációt elektromos ingerrel v a g y a külső közeg K + -
koncentrációjának növelésével hoztuk létre. Az elektromos jelgenerációval 
kiváltott gyors mechanikai választ rángásnak, a kémiai úton jelgeneráció 
nélkül kiváltott összehúzódást kontraktúrának nevezzük. A felszíni membrán 
depolarizációja vagy tovaterjedő ingerület, vagy elektrotónusos potenciál 
változás formájában terjed rá a váz izom rostokban a felszínre merőlegesen 
orientált csőrendszerre (T-tubulusok rendszere), majd a tubulusok depolari-
zációja a szarkoplazmatikus retikulumban tárolt Ca2 + felszabadulását ered-
ményezi. Ennek révén nő a citoplazma szabad Ca2+ koncentrációja, s a kont-
raktilis rendszer aktiválódik. A Ca2"' mobilizációját (Ca2+ aktiváció, össze-
húzódás), azonban a Ca2 + szarkoplazmatikus retikulumba történő felvétele 
(Ca2+ inaktiváció, elernyedés) követi , függetlenül attól, hogy esetleg a körül-
ményektől függően a Ca2 + mobilizációját kiváltó depolarizáció tartósan meg-
marad. 

Már korábban említettük, hogy a primycin toxikus hatásai közé sorol-
ható a tremor megjelenése. Ez alapján már eleve feltételezhető, hogy a pri-
mycin depolarizáció az izom összehúzódását váltja ki. Az alábbi kísérletek-
ben az összes inkubáló oldat 0,05 mM d-tubokurarét tartalmazott a junkcio-
nális hatások kizárása érdekében. NaCl Ringerben 1 X Ю - 5 M primycinre az 
izom valóban összehúzódott, majd azt elernyedés követte. A torziós író-
karral regisztrált görbén (8. ábra) az izomfeszülés fokozódása alatt megfigyel-
hető tüskék arra utalnak, hogy Na ' jelenlétéhen a primycin hatására akciós 
potenciálok keletkeznek, melyek fibrillációban megnyilvánuló rángásokat 
idéznek elő. Az izom elernyedését követően 10 mM koffeinnel újabb össze-
húzódás váltható ki, mely azt jelzi, hogy primycin depolarizáció alatt a szarko-
plazmatikus retikulum Ca2 + tároló funkciója érintetlen. A koffein ui. a szarko-
plazmatikus retikulumra kifejtett közvetlen hatása révén mobilizálja az 
abban tárolt Ca2 +-ot. Minthogy primycinnel depolarizált izmon K + - k o n t -
raktúrát, ill. 50 vagy 120 mM K + - o t tartalmazó Ringerrel depolarizált izmon 
primycin kontraktúrát nem lehetett kiváltani, arra következtettünk, hogy a 
primycin elsődleges hatása a felszíni, és az azzal közvetlen kapcsolatban levő 
T-tubulus membránon érvényesül. 

Hasonló megfigyeléseket te t tünk kolin-klorid Ringerben inkubált 
izmokon is (9. ábra). Eltérést csak annyiban tapasztaltunk, hogy 1. a feszülés 
fokozódás során fibrillációt nem észleltünk (Na + -mentes közeg); 2. az 
első kontrakciós relexációs ciklust követően tartós inkubálás során egy ké-
sőbb kifejlődő, majd megszűnő második összehúzódás is jelentkezett . Ez 
utóbbi összehúzódás a primycin depolarizáció lassú fázisával állítható pár-
huzamba. Az utóbbi feltételezést támaszt ja alá az a megfigyelésünk is (10. 
ábra), hogy kolin-glutamát Ringerben a 2. összehúzódást csak abban az 
esetben követ i elernyedés, ha az inkubáló közegben visszavisszük a CR-ot , 
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10. ábra. Primycinnel ( 1 0 - 6 M) kol in-glutamát Ringerben kivál tot t összehúzódás és a g luta-
m á t Ringer C l - Ringerrel való kicserélésének hatása. Az oldatcserét 20 perccel a 2. összehúzó-
dás maximumának elérése után haj tot tuk végre. A és B , va lamint С és D közöt t a pontok az 

izomösszehúzódás 3 percenként regisztrált mértékét jelzik. Egyebekben 1. a 8. ábrát 

11. ábra. Primycinnel ( Ю - 5 M) szacharóz Ringerben k ivá l to t t összehúzódás, és a szacharóz 
Ringer kolin-klorid Ringerrel való cseréjének hatása. A z áttérés az összehúzódás max imu-

m á n a k elérést köve tően történt. E g y e b e k b e n 1. a 8. ábrát 

azaz kolin-klorid Ringerre térünk át. Míg a felszíni membrán közvetítésével 
a T-tubulusokra elektrotónusosan átterjedő depolarizációra felszabaduló 
Ca2 + visszavétele a szarkoplazmatikus retikulumba a tubulusok még érin-
tet len K + permeabilitása, s a T-TC junkcióban (tubulus-terminális ciszterna) 
még jelenlevő Cl ionok segítségével lehetővé vál ik, addig a 2. összehúzódás 
során (feltehetően a primycin T-tubulusokra kifejtett közvetlen hatása) 
felszabadult Ca2 + csak a Cl ionok külső közegbe való visszaadását követően 
akkumulálódhat a szarkoplazmatikus retikulumban. A Cl ionok további 
szerepére utal az a tény is, hogy szacharóz Ringerben (mely anionokat csak 
néhány mM koncentrációban tartalmaz) az első összehúzódást nem követi 
elernyedés (tökéletes Cl~-mentesítés esetén) (11. ábra). Elernyedés csak akkor 
figyelhető meg és azt követően a második összehúzódás teljes ciklusa is, ha a 
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kolin-klorid Ringerre térünk át a szacharóz Ringerrol. A kérdés pontosabb 
analízise, s a C l - bonyolult szerepének t isztázása további kísérletes munkát 
igényel. 
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KALCIUM-TRANSZPORT VIZSGÁLATOK 
FRAGMENTÁLT SZARKOPLAZMATIKUS 

RETIKULUMON* 

SZABOLCS M Á R T O N 

O r v o s t u d o m á n y i E g y e t e m , Központ i K u t a t ó Laboratór iuma, Debrecen 

Jól ismert, hogy az izom szarkoplazmatikus retikulumának (SR) három 
fő funkciója van. 1. Az intracelluláris Ca2+ koncentráció szabályozása; 2. a 
belső ingervezetés; 3. az energiagazdag vegyületek glikolitikus úton meg-
valósuló szintézise. 

Az SR a felsorolt funkcióknak megfelelően kb. 50% fehérjét, közöttük 
számos enzimet — főleg Ca 2 + , Mg2+ aktivált ATPázt (MACLENNAN 1970, 
M A C L E N N A N és W O N G 1 9 7 1 ) , kevés foszforilázt, foszforiláz b kinázt ( W A N S O N 

és D R O H M A N S 1 9 7 2 ) , a foszfolipid szintézisért és lebontásért felelős enzimeket, 
így foszfolipáz Ax-t, aciltranszferázokat és CDP foszfotranszferázokat (SAR-
ZALA és P I L A R S K A 1 9 7 2 ) , acetilkolineszterázt ( K A R N O V S K Y 1 9 6 4 , U L B R E C H T 

és K R U C K E N B E R G 1 9 6 5 , SZABOLCS és mtsai 1 9 6 6 , 1 9 6 7 a) — továbbá 5 5 — 6 5 0 0 0 , 

4 5 — 5 0 0 0 0 , 2 8 — 3 2 0 0 0 dalton molekulasúlyú savanyú karakterű fehérjé-
ket, melyek Ca 2 + -kötő képességgel rendelkeznek, és igen kis mennyiségben 
egyéb fehérjéket tartalmaz ( D U G G A N és *MARTONOSI 1 9 7 0 , M C F A R L A N D és 
I N E S I 1 9 7 1 , H A S S E L B A C H és M I G A L A 1 9 7 2 , IKEMOTO és mtsai 1 9 7 2 , M A C L E N N A N 

és mtsai 1 9 7 3 ) . A tisztított S R a fehérjéken kívül 4 0 % l ipidet, melynek túl-
nyomó többsége foszfolipid ( M E I S S N E R és F L E I S C H E R 1 9 7 4 , SARZALA és mtsai 
1 9 7 4 ) , nukleinsavat ( 3 — 4 % ) , nukleotidot ( L Ó R Á N D és mtsai 1 9 5 7 ) , továbbá 
anorganikus foszfátot, kloridot, káliumot, kalciumot, magnéziumot és nát-
riumot tartalmaz ( S C H U M A N és mtsai 1 9 7 6 , SOMLYO és mtsai 1 9 7 7 , 1 9 7 8 ) . 

Az SR legfontosabb funkciójával, az intracelluláris Ca2+ szint szabá-
lyozásával, s ennek mechanizmusának kérdéseivel kapcsolatban az utóbbi 
időben már beszámoltunk ( K Ö V É R és SZABOLCS 1 9 7 5 , C S A B A I és mtsai 1 9 7 5 , 

K Ö V É R é s SZABOLCS 1 9 7 6 , SZABOLCS é s . K Ö V É R 1 9 7 8 ) . 

A többi között rámutattunk arra, hogy az SR izomból biokémiai mód-
szerekkel történő izolálása alapvetően és véglegesen megváltoztatja azt az 
összerendezettséget, mely az izom egyes membránrendszerei, ill. a kontrak-
tilis rendszer között in situ fennáll. í gy a fragmentált SR-rel (továbbiakban 

* I X . M e m b r á n Transzport Konferenc ián 1979 . m á j u s 15 — 18 k ö z ö t t S ü m e g e n e l -
h a n g z o t t e lőadás . 
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FSR) jó esetben is csak az SR egyes funkcionális sajátságaira következtet-
hetünk. Az izolálási technika megváltoztatja az SR közvetlen környezetét 
jelentő közeg, sőt a fragmentumok belső terének összetételét is. Egyszerűen 
belátható, hogy a kb. 0,1 M-os KCl oldatban izolált vagy inkubált FSR 
membránja nem rendelkezhet pl. olyan elektromos sajátságokkal, amik jel-
lemzők az SR-re a rostban. Az elmondottakkal két fontos szempontra szeret-
ném a f igye lmet felhívni. Az egyik az, hogy a biokémiai jellegű vizsgálatok-
ban is törekedni kell a fiziológiás viszonyok megközelítésére, a másik szem-
pont, hogy negatív eredményekhez juthatunk pusztán amiatt , hogy a köl-
csönhatásokat nem a membránra in v ivo jellemző metastabil állapotban vizs-
gáljuk. 

Az utóbbi években számos szerző tanulmányozta a FSR kation és 
anion permeabilitását ( K O M E T A N I és K A S A I 1978), ionösszetételét ( S H U M A N 

és mtsai 1976, SOMLYO és mtsai 1977, S O M L Y O és mtsai 1978), a kalcium fel-
szabadulás (release) mechanizmusát (OHNISHI 1978a), miközben a membrán 
potenciál változásokat is követték potenciál érzékeny festék alkalmazásával. 

A fentiekkel összhangban tanulmányozzuk, hogy a FSR membránon 
különböző mértékben penetráló anionok (klorid, glutainát stb.) és kationok 
( K + , N a + , kolin stb.), továbbá a fehérjék hogyan befolyásolják a FSR funk-
cionális sajátságait (Ca2+ felvétel, ATPáz aktivitás, Ca2+ mobilizáció). 

E kérdések vizsgálatánál az intracelluláris Ca2+ koncentráció mérésénél 
az utóbbi időben már elterjedten alkalmazott ( B R O W N és mtsai 1975, D I P O L O 

és mtsai 1976, B R O W N és mtsai 1977, T H O M A S és G O R M A N 1977, M I L E D I és 
mtsai 1977, Y I N G S T és H O F M A N 1978, O H N I S H I 1978b), arzenazo III . 
Ca2+ indikátort, mely kinetikai mérésekre is alkalmas, használhatóságát ta-
nulmányozttik. A FSR Ca2 + felvételének arzenazo III . segítségével történő 
mérése mel lett vizsgáltuk a Ca2+ felvétel körülményeinek biztosítása mellett 
— természetesen arzenazo III . nélkül —- a FSR abszorpciónövekedésének 
sajátságait és mértékét 350 nm-nél. Korábban ugyanis azt tapasztaltuk 
( S Z A B O L C S és K E R E S Z T E S 1978), hogy ha az FSR SH-csoportjait 412 nm-nél 
a Ca2+ fe lvétel körülményeinek biztosítása mellett E L M A N módszere szerint 
( E L M A N 1959) titráljuk, akkor a kontroll kísérletek tanúsága szerint az FSR-nél 
az abszorpció fokozódik. Feltételeztük, hogy az abszorpció fokozódás ala-
csonyabb hullámhossznál még kifejezettebb. 

Módszerek, anyagok 

A kísérleteknél használt oldatok: Szuszpendáló oldat: 0,3 M szacharóz, 
20 mM TRISZ-HC1 puffer, pH 7. ATP tartalmú inkubáló oldat: 100 mM 
KCl, 20 mM TRISZ-maleát , 5 mM MgCl2, 5 mM K-oxalát , 0,3—0,4 mM 
EGT A, 0 ,0—0,5 mM CaCl2, 5 mM ATP, p H 6,75. Acetiltiokolin inkubációs 
•oldat: 100 mM KCl, 5 mM MgCl2, 5 mM hisztidin, 1,5 mM acetiltiokolin, 
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p H 7,0. Az oldatokat ionmentes vízzel készítettük, a pH-t Radelkisz OP—204/1 
pH-mérővel mértük. 

FSR izolálása: Kísérleteinkhez a F S R - t nyúlizomból S U K O és H A S -

S E L B A C H (1976) módszerével izoláltuk. A módszer lényege a következő: a fel-
aprított izmot 3 térfogat szuszpendáló oldatban 0 — 4 °C között Waring 
blendorban 3 x 1 5 másodpercig homogenizáltuk. A homogenátumból 1000 
g-nél (20 perc, 2 °C) a fel nem tárt sej teket , kötőszöveti maradványokat, 
12 000 g-nél (20 perc, 2 °C) a mitochondriumot távolítottuk el. A 12 000 g-vel 
történő centrifugáláskor nyert szupernatánsból 50 000 g mellett (60 perc, 
2 °C) ülepítettük ki a nyers FSR-t, amelyet a miofibrilláris fehérjék eltávolí-
tására 0,6 M KCl-ot, 0,3 M szacharózt, 2 mM MgATP-t, 20 mM TRISZ-HCl-t 
tartalmazó oldattal (pH 7,0) extraháltunk (30 perc, 2 °C), majd 60 000 g-vel 
(60 perc, 2 °C) centrifugáltuk. A szupernatánst e löntöttük, a csapadékot 
kétszer mostuk (60 000 g-nél 50—50 perc, 2 °C), a KCl eltávolítása céljából 
szuszpendáló oldatban. A mosások után a FSR csapadékot a hideg szusz-
pendáló oldatban — kb. 4 — 5 mg fehérje/inl koncentrációra beállítva — 
szuszpendáltuk. E szuszpenziók 1—1 ml-es részleteit műanyagcsövekbe 
mértük, lefagyasztottuk, a felhasználásig — 2 0 °C-on tároltuk. 

Na-dodecilszulfátos poliakrilamid-gélelektroforézis (PAGE): Az izolált 
F S R preparátumaink fehérje komponenseinek molekulasúlyát W E B E R és 
O S B O R N (1969) módszerével határoztuk meg . 

ATPáz aktivitás meghatározás: A méréseknél az ismertetett összetételű 
1 ml ATP tartalmú inkubáló oldat 0,1 m g F S R fehérjét tartalmazott. A min-
tákat 23 °C-on 5 percig inkubáltuk. Az inkubálás végén 0,1 ml 5%-os Na-
dodecilszulfátot mértünk a mintákhoz az ATPáz inaktiválása és szolubilizá-
lása céljából. Az anorganikus foszfát ( P J ) tartalmat T A U S S K Y és S H O R R (1953) 
módszerével mértük. 

Kolineszteráz aktivitás meghatározás: A méréseknél az ismertetett ösz-
szetételű 1 ml acetiltiokolin inkubációs oldat 0,4 mg FSR fehérjét tartalmazott. 
Az inkubálás 37 °C-on 60 percig történt. Az acetiltiokolinból az enzimes 
hidrolízis során felszabaduló tiokolin mennyiségét ELLMAN" és mtsai (1961) 
módszerének némi módosításával határoztuk meg. 

A FSR abszorpciónövekedésének mérése: A méréseket 350 nm-nél Opton 
PM 2 DL egysugaras fotométerrel a minták állandó keverése mellett végez-
tük . A kísérleteknél a 2 ml A T P tartalmú inkubáló oldat 0,2 mg FSR fehérjét 
tartalmazott. Az inkubálást vagy az A T P vagy a FSR bemérésével indítot-
tuk, az extinkcióértékeket Radelkisz gyártmányú (OH-814/1) potenciometri-
kus rekorderrel folyamatosan regisztráltuk. A kontroll kísérleteket az előbbi 
módon, de Ca2 + nélküli inkubáló oldatokkal végeztük. Az ábrákon e kontroll 
kísérletek alapján korrigált regisztrogramokat tüntettük fel. 

Ca2+ felvétel mérése arzenazo III. jelenlétében: A mérések elve ugyanaz 
mint az abszorpciónövekedés mérésénél, a különbség annyi , hogy a 2 ml 
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ATP tartalmú oldat a 0,2 m g F S R fehérje mellett 0,1 mM végkoncentráció-
ban 20 mM TRISZ-HC1 oldatban (pH 7,0) oldott arzenazo III.-at is tar ta l -
mazott . A méréseket 675 nm-nél , azaz n e m az arzenazo III.-Ca k o m p l e x 
650 nm-nél levő egyik abszorpciós maximumánál végeztük , mivel irodalmi 
adatok szerint (SCARPA és mtsa i 1977) 675—685 nm k ö z ö t t a Mg2+ és m á s 
kétértékű kationok nem zavarják a Ca2 + meghatározást. 

A F S R fehérje tartalmat L O W R Y ( 1 9 5 1 ) módszerével mértük. A k ü l ö n -
böző vegyszerek, ill. inkubáló oldatok ka lc ium tartalmát atomabszorpciós 
fotométerrel (AAS1 Carl Zeiss, Jena) határoztuk meg. 

A kísérleteknél a. lt. Reanal vegyszereket használtunk. A szacharóz és 
az arzenazo III . Merck gyártmányú vol t . 

Eredmények, megbeszélés 

Az általunk nyúlizomból izolált F S R a Na-dodecilszulfátos PAGE alap-
ján 110 000, 60 000, 45 000 és 32 000 dal ton molekulasúlyú fehérje k o m p o -
nenseket tartalmaz (1. ábra). Látható, h o g y a főkomponens 110 000 da l ton 
molekulasúlyú, mely az irodalmi adatok szerint ( M A C L E N N A N 1 9 7 0 , M A C L E N -

N A N és W O N G 1 9 7 1 ) a Ca2 + transzport ATPáz-nak felel meg . A 6 0 0 0 0 d a l t o n 
molekulasúlyú fehérje a „magas affinitáséi Ca 2 + kötő fehérje", a 45 000 d a l t o n 
molekulasúlyú fehérje a „kalszekvesztrin" ( M A C L E N N A N és mtsai 1 9 7 2 ) . 

Mint ismeretes ( M A R T O N O S I és F E R E T O S 1964) a F S R Ca 2 + , Mg2+ akt i -
vált ATPáz-a Ca ionokkal csak egy meghatározott koncentráció t a r t o m á n y -
ban — 10—150 fiM között — aktiválódik, az ez alatti, ill. e fölötti Ca2 + k o n -
centrációknál csökken. Az izolált FSR preparátumainknál ezért megvizsgál-
tuk az ATPáz aktivitást különböző Ca2+ koncentráció mel le t t . Az egyik kísér-
let mérési eredményeit muta t ja a 2. ábra. 

Kitűnik a 2. ábrából, hogy ha az A T P tartalmú inkubáló o lda tban 
0,4 mM EGTA van, akkor a legmagasabb — /imol Pj/mg F S R fehérje X perc 
egységben kifejezett — ATPáz aktivitás 0 ,4—0,5 mM Ca 2 + koncentrációnál 
mérhető. (Itt jegyezzük meg, hogy az A T P tartalmú inkubáló oldatban l e v ő 
vegyszerek — KCl, К-oxa lát , MgCl2, TRISZ-maleát , A T P , EGTA, szacha-
róz — Ca tartalma miatt az inkubáló o ldatban — Ca2 hozzáadása né lkül 
is — 0 ,12—0,13 mM a kalc ium koncentráció.) 

A Ca2 transzport ATPáz Ca2+ ionokkal való akt iválhatóságának 
opt imumát ismerve a továbbiakban megvizsgáltuk, hogy hogyan vál toz ik a 
FSR Ca2+ fe lvétele , ill. a 350 nm-nél mért abszorpciónövekedés, ha az A T P 
tartalmú inkubáló oldatban vál toztatjuk v a g y az ATP, v a g y a K - o x a l á t , 
v a g y a Ca2 + koncentrációját. E kísérletek során 675 nm-nél , ill. 350 n m - n é l 
regisztrált extinkciókat az ábrák В részén fe l tűntetett , s a kontroll kísérletek 
alapján korrigált regisztrogramokon t ü n t e t t ü k fel. Az ábrák A részén a re-

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 



KALCIUM-TRANSZPORT VIZSGÁLATOK SZARKOPLAZMATIKUS RETIKULUMON 19 

4 
1. ábra. Na-dodeci lszulfáttal és béta-merkaptoetanol la l o ldott F S R poliakrilamid gélelektro-

foretogramja 
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2. ábra. A F S R A T P á z akt iv i tás változása a Ca2 + koncentráció függvényében; a kísérletnél 
az ATP tar ta lmú inkubáló oldat 0,4 mM EGTA-t és az abszcisszán fe l tünte te t t 0—0,6 m M 

CaCl2-ot tartalmazott . További részletek a Módszerek, anyagok c. részben 

gisztrogramok adatai alapján, ha a mérés 675 nm-nél arzenazo III . jelenlété-
ben történt, a kalibrációs görbe segítségével számított Ca2+ felvétel mérté-
két, s a Ca2 '" felvétel sebességét tüntettük fel. Ez utóbbit a Ca2+ fe lvétel 
indításától számított 30—90 másodperc között regisztrált adatok alapján 
értékeltük. Amennyiben a mérés arzenazo III . nélkül 350 nm-nél történt, 
akkor az ábrák A részén a 7 perc alatt bekövetkező, а В regisztrogramok 
alapján értékelt, abszorpció növekedés nagyságát, ill. a 30—90 másodperc 
között bekövetkező abszorpció növekedés alapján a sebességet tüntettük fel. 

Az ATP koncentráció hatása a Ca2+ felvételre: Látható a 3., 4. ábra В 
részein, hogy 675 nm-nél az FSR Ca2+ felvétele miatt az arzenazo III. ab-
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szorpció csökkenése, ill. 350 nm-nél a F S R abszorpciójának fokozódása az 
első 3—4 percben jelentős, ezután már alig változik (ugyanez látható az 5., 
6., 7., 8., 9. ábra В részein is). A FSR Ca2 + felvételének nagysága (3. ábra A) 
0—1 mM A T P koncentráció között jelentősen, 1—-5 mM ATP koncentráció 
között már csak kissé fokozódik. A Ca2 + felvétel sebessége 0—3 mM ATP 
koncentráció között emelkedik, 3 mM ATP koncentrációnál elért 1,2 jttmol 
Ca2 + /mg fehérje/perc sebesség az ATP koncentráció további növelésével már 
nem változik. Az FSR Ca2 + felvételekor arzenazo III . nélkül 350 nm-nél mért 
abszorpció növekedés nagysága és sebessége szintén függ az inkubáló oldat 
ATP koncentrációjától (4. ábra A). 

A K-oxalát koncentráció hatása a Ca2+ felvételre: Kitűnik az 5., 6. ábra 
A részein, hogy a FSR Ca2 + felvételének arzenazo III . festékkel mért nagy-
sága, ill. az arzenazo III . festék nélkül 350 nm-nél mért abszorpciónövekedé-
sének mértéke 0—2 mM K-oxalát koncentráció között jelentősen, 2—5 mM 
K-oxalát koncentráció közöt t csak kissé fokozódik. A Ca2+ felvétel, ill. az 
abszorpciónövekedés sebessége 0—3 mM K-oxalát koncentráció között emel-
kedik, 3 mM K-oxalát koncentráció fölött a sebességi konstansok már nem 
változnak. 

A Ca2+ koncentráció hatása a Ca2+ felvételre: Látható a 7. ábra A részén, 
hogy a F S R Ca2+ felvétele és a felvétel sebessége 0,3—0,4 mM Ca2+ koncent-
ráció között — ha 0,4 mM EGTA van jelen — jelentősen, 0,4—0,5 mM Ca2 + 

ATP-t tartalmazott. További részletek a Módszerek, anyagok c. részben és a szövegben 
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5. ábra. A K-oxalát koncentráció hatása a F S R Ca2+ felvételére. A kísérletnél az A T P tartalmú 
inkubáló oldat 0,4 mM EGTA-t, 0,4 mM CaCl2-ot és az abszcisszán fe l tüntetet t 0—5 mM 
K-oxalátot tartalmzott. További részletek a Módszerek, anyagok c. részben és a szövegben 
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6. ábra. A K-oxalát koncentrác ió hatása a F S R abszorpciónövekedésére 350 n m - n é l . A kísérlet 
körü lmények azonosak az 5. ábra s z ö v e g é b e n leírtakkal 
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7. ábra. A Ca2+ koncentráció hatása a F S R Ca 2 + felvételére. A kísérlet során az A T P tartalmú 
inkubáló oldat 0,4 mM E G T A - t s az abszc i s szán fe l tüntete t t 0—0,5 mM CaCl 2 -ot tartalma-

zott . További részletek a Módszerek , anyagok c. részben és a s z ö v e g b e n 
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koncentráció között már csak kissé, ill. alig fokozódik. Hasonlóan f ü g g a Ca2+ 

koncentrációtól az F S R arzenazo I I I . nélkül 350 nm-nél mért abszorpció-
növekedésének nagysága, ill. sebessége (8. ábra A). 

A Mg2+ koncentráció hatása a FSR abszorpciónövekedésére 350 nm-nél: 
A Ca2+ felvétel körülményeinek biztosítása mellett a FSR arzenazo I I I . nél-
kül mért abszorpció növekedésének nagysága, ill. sebessége 0—1 m M Mg2+ 

koncentráció fölött már csak kissé fokozódik (9. ábra A). 
Az ismertetett eredmények egyrészt jól egyeznek azokkal az adatokkal, 

melyeket korábban 45Ca felhasználásával mértünk ( S Z A B O L C S és K Ö V É R 

1966, S Z A B O L C S és mtsai 1966), másrészt azt is bizonyítják, hogy az arzenazo 
III . kinetikai paraméterek meghatározására is alkalmas, s jól helyettesít i a 
munkaigényesebb stb. Millipore technikát . 

Az eddig bemutatot t kísérleti eredmények arra utalnak, h o g y a FSR 
Ca2 + felvétele nemcsak az arzenazo I I I . jelenlétében, hanem a 350 nm-nél 
— arzenazo III. nélkül — mért abszorpció fokozódás alapján is jól meghatá-
rozható. A FSR Ca2+ felvételekor bekövetkező abszorpció fokozódás nem a 
kromofor csoportok megváltozását, hanem valószínűleg a FSR méretének 
duzzadás miatti növekedését jelzi. 

Mindezek ismeretében a továbbiakban vizsgáltuk a koffein, fizosztig-
min, K-glutamát (KCl helyett), a d-tubokurare, a tripszines emésztés hatá-
sát a FSR Ca2+ felvételére arzenazo I I I . segítségével, ill. a 350 nm-né l való 
abszorpció fokozódás alapján. 
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9. ábra. A Mg2+ koncentráció hatása a F S R abszorpciónövekedésére 350 nm-nél. A kísérlet 
során az ATP tar ta lmú inkubáló oldat 0 ,4 mM EGTA-t, 0 ,4 mM CaCl2-ot és az abszcisszán 

feltüntetett 0 — 5 mM MgCL -ot tartalmazott 

E kísérletekhez Ca2+ ionokra a kalibrációs görbéket nemcsak a 100 mM 
KCl-t , 20 mM TRISZ-maleat-ot , 5 mM MgCl2-ot, 5 mM K-oxalátot , 0,4 mM 
EGTA-t , 5 mM A T P - t , 0,1 mM arzenazo I I I . -a t , 30 mM szacharózt (utóbbit 
a F S R helyett) tartalmazó inkubáló oldattal, hanem ezen inkubáló oldat, s 
az előbbiekben felsorolt vegyületek adott koncentrációit tartalmazó oldatok-
kal is elkészítettük. Ekkor azt tapasztaltuk, h o g y a kalibrációs görbék a d-tu-
bokurare, K-g lutamát , koffein, fizosztigmin jelenlétében némi eltérést mu-
ta t tak . Mindezek arra utaltak, hogy az eml í te t t vegyületek vagy Ca 2 + -ot 
kelálnak, vagy az arzenazo I I I . -mai reagálva annak spektrális tulajdonságait 
megváltoztatják. Ezért megvizsgáltuk minden egyes vegyülettel és e nélkül 
a fentebb említett arzenazo III . tartalmú inkubáló oldat abszorpciós spektru-
m á t 400—700 n m között. Az arzenazo III. tarta lmú inkubáló oldat hozzá-
adot t Ca2+ nélküli , ill. különböző végkoncentrációjú Ca2+ jelenlétében fel -
v e t t abszorpciós spektrumát m u t a t j a a 10. ábra. Látható, h o g y a Ca2+ nél-
kül i inktibáló o ldatban az arzenazo III.-nak 545 nm-nél abszorpciós max i -
m u m a van. A Ca 2 + tartalmú inkubáló oldatban a Ca2+ koncentrációtól függő, 
de annak növelésével nem te l jesen lineárisan fokozódó abszorpciós maximu-
mok jelentkeznek 650 és 596 nm-nél . Az abszorpciós maximumok helye t e -
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kintetében nincs változás, ha az inkubáló oldatban 10 mM koffein, v a g y 10 
mM fizosztigmin, vagy a 100 mM KCl helyett 100 mM K-glutamát van. 
Eltérés abban van — összhangban a kalibrációs görbékkel —, hogy az ab-
szorpciós maximumok magassága 650 és 596 nm-nél az inkubáló oldatban 
levő vegyülettől függően (koffein stb.) alacsonyabb. A d-tubokurarét 1—2 
mM végkoncentrációban tartalmazó inkubáló oldat 0 ,1 mM arzenazo III. 
jelenlétében felvett abszorpciós spektruma mind Ca2+ nélkül, mind Ca 2 + -mal 
jelentősen eltér a 10. ábra abszorpciós spektrumaitól. Í g y a d-tubokurarét 
tartalmazó inkubáló oldatokkal csak az abszorpció növekedést mértük 350 
nm-nél. 

A K-glutamát, a koffein, a f izosztigminszulfát, a d-tubokurare és a 
tripszines emésztés hatása — különböző Ca2+ koncentrációk mellett — a 
Ca2+ felvételre, ill. az abszorpciónövekedésre az I. táblázatban látható. 

Kitűnik az I. táblázatból , hogy az adott koncentrációjú koffein, f izosz-
tigmin, d-tubokurare a vizsgált Ca2+ koncentrációknál gátolja a F S R Ca2+ 

felvételét és az abszorpciónövekedést 350 nm-nél. Korábban 45Ca felhaszná-
lásával végzett kísérletek (KÖVÉR és mtsai 1 9 6 5 , V A N D E R K L O O T 1 9 6 6 

10. ábra. A 0,1 mM koncentrációjú arzenazo I I I . abszorpciós s p e k t r u m a Ca2 +-mal és Ca2 + 

nélkül. A spektrum felvételénél az ATP tarta lmú inkubáló oldat összetétele: 100 m M KCl, 
20 mM TRISZ-maleat , 5 mM MgCl2 , 5 mM K - o x a l á t , 0,4 mM E G T A , 5 mM ATP, 30 mM 
szacharóz ( F S R szuszpenzió he lye t t ) , 0,1 mM arzenazo III., 0,0 m M Ca2+ ; 0 ,37 mM 

Ca2+ О О; 0 ,8 mM Ca2+ • • ; 1,2 mM Ca2+ X X 
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1. táblázat 

A koffein, f izoszt igmin, d-tubokurare, K-glutamát és a tripszines emésztés hatása a FSR Ca2 + 

felvételére és az abszorpciónövekedésre 350 mm-nél. Az A T P tartalmú inkubá ló oldat 0,4 m M 
E G T A - t és a táb lázatban feltüntetett 0,3—0,5 mM CaCl2-ot , koffeint s tb . , továbbá 0,0 v a g y 
0 ,1 mM arzenazo I I I . - a t tartalmazott. A K-glutamáttal végzett kísérletben az ATP tartalmú 
inkubáló oldat u g y a n a z mint előbb, d e 100 mM KCl h e l y e t t 100 mM K - g l u t a m á t o t tartalmazott . 
A tripszines emésztésnél a fehérje: tr ipsz in = 200: 1; az emésztés taz adott időpontokban kétszeres 

mennyiségű tripszin inhibitorral állítottuk le 

m M 
C a , + 

Vegyü le t az inkubációs 
o l d a t b a n 

/zmól Ca'+ l Е " » nm 

per mg f ehé r j e X perc 

/ /mól Ca* + 

pe r m g fehér 

£350 nm 

e X 7 perc 

0 ,3 
0 ,4 
0 ,5 

-

0,60 
1,20 
1,50 

0,20 
0,30 

1 ,10 
3 ,30 
3 ,85 

0,69 
0,85 

0 ,4 
0 ,5 

10 mM kof f e in 
0,90 
1,50 

0,24 1 ,90 
2 .90 

0,56 

0 ,4 
0 ,5 

10 mM fizosztigminszulfát 0,60 
0,95 

0,21 1,80 
3 ,00 

0,52 

0 ,4 2 mM d-tubokurare - 0,06 0,27 

0 ,3 
0 , 4 
0,5 

K-g lutamát 
0,70 
1,40 
2,00 

0,28 
0,34 

1 ,30 
3 ,15 
5 ,30 

0,87 
1,10 

0 ,4 Tripszines 0 perc 
emésztés 4 perc 

6 perc 
10 perc 

1.20 
0,99 
0,84 
0,36 

-

3 ,30 
2 ,67 
1,82 
0 ,75 

— 

K Ö V É R és SZABOLCS 1968, SZABOLCS és mtsa i 1967b, K Ö V É R és mtsai 1974, 
W E B E R 1968) hasonló eredményt adtak. 

Az inkubáló oldatban a 100 mM KCl helyett alkalmazott 100 mM 
K-glutamát fokozza a FSR C a 2 + felvételét, a Ca2+ felvétel sebességét, ill. az 
abszorpciónövekedés mértékét és sebességét. A glutamát valószínűleg ezért 
fokozza a F S R Ca2+ felvételét , mert a jól penetráló klorid anionokhoz képes t 
a kevésbé penetráló glutamát anion jobban biztosítja a F S R membrán pola-
rizációját ( K O M E T A N I és K A S A I 1978). 

Az i smertetet t kísérleti eredményeink alapján a továbbiakban meg-
vizsgáljuk, h o g y hogyan vá l toznak a Ca2+ fe lvéte l és az abszorpciónövekedés 
paraméterei: kevéssé penetráló kation (kolin) és jól penetráló anion (klorid), 
továbbá kevéssé penetráló k a t i o n (kolin) és kevéssé penetráló anion (gluta-
mát ) jelenlétében. 
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Megköszönöm Dr. Korom Istvánnénak a hasznos és értékes technikai segítséget . 
Az atomabszorpciós méréseknél, ill. az abszorpciós spektrumok felvételénél nyújtott segít-
ségért Dr. Nagy Zoltán kandidátusnak, ill. Csabina Sándor tudományos segédmunkatársnak 
tartozom köszönettel. 
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A VÁZIZOM CA-KOMPARTMENTALIZÁCIÓJÁNAK 
MATEMATIKAI ANALÍZISE SZÁMÍTÓGÉPES 

PROGRAMMAL* 

K É R I N É FÜLÖP ILDIKÓ, JÓNA I S T V Á N é s KÓNYA LÁSZLÓ 

Debreceni Orvostudományi Egyetem K ö z p o n t i Kutató Laboratóriuma 

Bevezetés 

Az izom összehúzódásában nagy szerepe van a lokális Ca-koncentráció 
változásnak. Az izom felépítését tekintve strukturált, tehát inhomogén és ez 
a Ca megoszlására is igaz. Steady-state rendszerben a fázishatárokon belül 
az anyag eloszlása egyenletes, az ekvilibrium gyorsan beáll, míg a fázishatáro-
kon keresztül történő anyagtranszport lassú — kinetikai állandóval jel le-
mezhető — nettó f luxus nincs. 

A béka vázizom Ca-megoszlására vonatkozó izotóp kinetikai kísérletek 
kiértékelésénél abból indultunk ki, hogy s teady-state rendszerünket időfügget-
len paraméterű kompartment rendszerrel jól közelíthetjük. 

Cikkünkben a 45Ca kimosásával (állandó Catotái) kapot t deszaturációs 
görbék Fourier-transzformációs módszerrel tör ténő dekonvolucióját ismertet-
jük. A görbékre kapott paraméterek segítségével ki lehet számítani a kompart-
mentekre jellemző mennyiségeket attól függően , hogy mely kompartmentek 

közöt t áll fenn anyagtranszport. 

Kornpartmentunalízis 

Egy biológiai rendszer kompartmentanalízise egy olyan absztrakt model l 
kifejlesztése, amely egy adott anyag megoszlását és kinetikáját reprezentálja 
az adott rendszerben. A kompartment va lamely vizsgált anyagnak az a része, 
amely egységes, de az anyag többi részétől elkülönült kinetikával rendelkezik. 
Jellemzője a benne található anyagmennyiség (q) és az anyag mozgását je l -
lemző kinetikai állandó (k), ill. felezési idő (tjj2 = ln2/k). 

Egy több kompartmentes rendszer lehet nyitott vagy zárt. Ha anyagá-
ramlás csak a kompartmentek között jön létre, a rendszert zártnak nevezzük. 
N y i t o t t rendszer a környezetével is közlekedik és steady-state-ben az a n y a g 
mozgással párhuzamosan koncentráció változás nem következik be, azaz n incs 
nettó anyagvándorlás. A béka vázizom Ca-kompartmentalizációjára vonatko-

* IX. Membrán Transzport Konferencián 1979. m á j u s 15 — 18. közö t t Sümegen e lhang-
zott előadás. 
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zó kísérleteinkben az izom nyi to t t rendszerként viselkedik. Környezete a h o m o -
génnek tekinthető medium, ide, ill. innen történik a je lzett anyag leadása, 
ill. felvétele. 

Egy N kompartinentből álló rendszerben az i-ik kompartment az alábbi 
módon reprezentálható: 

к, о 

ahol qs a bent lévő anyagmennyiség, kjj az i-edikből a j-edikbe történő transz-
port, kjj az ellenkező irányú transzport, k;0 a rezervoir és a kompartment 
közti anyagtranszport sebességi állandója. 

A kompartmentben l evő anyagmennyiség időbeni változása: 

dq N N 

— = — ^ k d — kio 4i • (1) 
dt j= i i = 1 j#i i#i 

A rendszer minden tagjára felírva ezt az összefüggést, a kapott lineáris 
differenciál egyenletrendszer megoldása a következő: 

4i(t) = 2 B ü e x P M i t) (i 1, . . . , N ) . (2) 
i= i 

Ahol Aj-k a sebességi állandók mátrixának, [kjj]-nek a sajátértékei és 
Bj = [Bij, . . . , BNJ] vektorok a megfelelő sajátvektorok. 

Technikai okokból csak az izomban levő jelző összes mennyiségét tudjuk 
mérni, melyet q-val jelölve, időfüggése a következő módon írható: 

q(t) = A1 e x p ^ - A j t ) + A 2 e x p ( A2t) + . . . + A N exp ( - A N t ) (3) 

N 

ahol A, = ^ Bjj. 
í = i 

Ezen q(t) ismeretében megfelelő matematikai eljárással meg tudjuk hatá-
rozni a benne szereplő exponenciális tagok számát, azaz a komponensek számát , 
és az A, ill. A paramétereket. Mivel ezen paraméterek nem közvetlenül jel lemzik 
a kompartmenteket, hanem csak a kompartmentek jellemzőinek függvénye i , 
ezért a továbbiakban kompartmentek helyett komponensekről beszélünk. 
A 45Ca leadási kísérletekben a q(t) függvényt deszaturációs görbének nevez-
zük; a A-k sebességi állandó és az A-k mennyiségi dimenziójúak. 
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Matematikai módszer 

Az exponenciális komponensek meghatározására a Fourier-transzformá-
ciós módszert dolgoztuk ki , ennek F O R T R A N nyelvű programját, mely a 
komponensek számát és paramétereit határozza meg R-20 és/vagy R-30 szá-
mítógépen futtattuk. N 

A módszer lényege: a q(t) = N Aj e x p (—A;t) függvényt fel tudjuk írni 
egy Laplace-integrál alakhan 1=1 

q(t) = J e x p ( - A t ) g ( A ) d A , (4) 
о 

ahol 

g(A) = J A , 8 ( a - ; , ) (5) 
1=1 

ó a Dirac-delta függvény, amely A = Aj helyen oo és A ^ Aj helyeken 0 
értéket vesz fel , a számegyenesen vett integrálja 1. Ebből következik, hogy a 
g(A) elvileg olyan, hogy a Aj értékeknél kimagasló csúcsokkal rendelkezik, a 
többi helyen pedig zéró. Minden valódi csúcs egy komponenst jelent, tehát 
a csúcsok száma megmutatja, hogy a függvény hány komponensre bontható. 
A csúcsok abszcisszái a kereset t Aj értékek és magasságai arányosak az Ai 
értékekkel. A számítási és mérési hibák miatt azonban több kis, ún. hibacsúcs 
is keletkezik, melyek közül a valódi csúcsok kiemelkednek. 

A g(A) függvényt a kísérletileg mérhető q(t) függvény segítségével a 
(4) egyenletből számíthatjuk ki, Fourier-transzformáció és annak inverze 
alkalmazásával. Bevezetve a t = exp(x) és A = exp(—y) transzformációt, 
legyen 

Щц) = — j exp (x) q(exp (x)) exp (ijux) d x . (6) 

g ( e x P ( - y ) ) = - U j ' Ä e x p ( - i , y ) d , . (7) 

A numerikus megoldás során F(p) és a g(exp(—y)) -ban szereplő integ-
rálokban nehézséget jelent, h o g y —oo-től сю-ig terjed az integrációs határ , 
í gy a numerikus számításkor e g y véges x 0 és /./0 valós számot kell választani 
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Az exp(x)q(exp(x)) függvény Fourier transzformáltja. К a komplex gamma 

függvény az (1 -f- iju) helyen és i = / — 1 , ekkor g (exp(—y) ) az — y \ inverz 
К ( f i ) 

Fourier transzformáltja: 
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úgy , hogy — x 0 - t ó l - j-x0- ig, ill. —jU0-tól + /t0-ig történő integrálásnál a l evágás -
ból ke letkező hiba elég kics i legyen. A számítógépes program a q(t), i l l . az 

f ü g g v é n y vizsgálata alapján maga határozza m e g az integrációs ha-

tárokat. Mivel x szerint a —oo - tó l oo-ig terjedő f ü g g v é n y értékeket ke l l ene 
f igye lembe vennünk, a t időre bevezetet t helyettesítés m i a t t t-ben 0-tól ®°-ig 
terjedő mérési adatokra v o l n a szükség. 

Biológiai okokból a z o n b a n nem lehe t olyan hosszú ideig mérni, min t 
amennyi az integrál érték megfele lő pontosságához szükséges , ezért az adatok 
extrapolálására van szükség, másrészt a mérési pontok n e m ekvidisztánsak 
és r i tkábban helyezkednek el, mint ahogy azt a numerikus integrálásoknál a 
megfelelő pontosság elérése megkövete lné , így a mérési adatok interpoláci-
ójára is szükség van. 

A g f ü g g v é n y meghatározása u tán a program megkeres i annak lokál is 
m a x i m u m helye i t , tehát a csúcsok he lye i t és kiírja a z o k a t . Ezután m á r a 
csúcsok magasságai alapján meg tudjuk becsülni a v a l ó s csúcsokat és ezek 
abszcisszái lesznek a Aj értékek. Ha a számítás i hibák és az integrál határok 
levágása m i a t t a hibacsúcsok nagyok, a {i0 érték vá l toz ta tá sa a hibacsúcsok 
helyét megvál toztat ja . A komponenseknek megfelelő v a l ó d i csúcsok he lye 
bizonyos hibaforráson belül vál tozat lan marad. Ezzel el lenőrizhetjük a va lód i 
csúcsok helyességét . Az 1. ábrán egy kísérleti görbe értékelésénél kapott g(A)/A 
függvény lá tható [i0 = 5, [ i0 — 5, 9 és ft0 = 7-re. 

1. ábra. 60 perces ekvilibrálást követő deszaturációs görbéből számított g(A)/A függvény 
fj„ = 5, fi0 = 5,9 és //„ = 7 esetén. A nyíllal je lzett csúcsok a valódi csúcsok helyét jelzik, 
az adott A helyeken. А /г0 — 5-höz tartozó függvény jól mutatja az integrálási határ levágá-
sából származó hibát. А /г0 = 5,9 és цл = 7-re számított függvényeket összehasonlítva a 
valódi (helyileg nem változó) és hibacsúcsok (melyek helye és száma /<0-tól is függ) elkülö-

níthetők 
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Ha meghatároztuk a A) értékeket és behelyettes í t jük a (3) egyen le tbe , 
f igyelembe v é v e a mérési értékeket, e g y o lyan lineáris egyenletrendszert ka-
punk, ahol az ismeretlenek, azaz az Ai-k száma a komponensek számáva l , az 
egyenletek száma a mérési pontok számáva l egyezik m e g . Az egyenletrendszer 
megoldását a túlhatározottságán kívül megnehezít i , h o g y minden t a g j a hibát 
tartalmaz. Az egyenletrendszert megoldva Aj-re, megkapjuk a deszaturációs 
görbék amplitúdóit . 

A számításokhoz szükséges gépidő R—30-as számítógépen 2 5 — 3 0 perc. 
A Fourier-transzformáeiós módszer előnye más függvény i l lesztési el-

járásokkal szemben, hogy választ ad a komponensek számára, elvileg vég te l en 
számú komponensből álló görbét képes fe lbontani . A paraméterekre kezdőér-
tékek megadását nem k ívánja meg, f i g y e l e m b e veszi m i n d e n egyes paraméter 
kiszámításánál az összes mérési adatokat. A számítógépes program működésé -
nek helyességét 3, 5, és 6 komponenseket tartalmazó t e s z t adatsorozatokkal 

ellenőriztük, ahol a legközelebb eső komponensekre a 1+1 = 2,25 v o l t . A 

teszt függvények értékei i l 0 % - o s vé let lenszerű hibával terhelve a paramé-
tereket ± 3 % - t ó l -)-6%-ig terjedő hibával kaptuk vissza. 

Deszaturációs görbék analízise 

Kísérleteinkben a béka vázizom 4 5Ca-deszaturációs görbéjét mértük 
különböző i zmokon és különböző ideig t a r t ó inkubálási időt a lkalmaztunk. 
Hasonló kísérletekben ál talában az extracelluláris tér és a szövetet t a r t ó ren-
szerhez tapadó aktivitás zavaró hatása adja a legnagyobb problémát. E z az 
aktivitás izmonként eléggé változó és nagysága ismeretlen. A nehézségek 
kiküszöbölésére különböző módszereket alkalmaznak, i lyen , hogy a kezdet i 
mosási értékeket nein vesz ik f igyelembe, v a g y úgy, h o g y mossák és a kezdet i 
mosási értékeket nem határozzák meg, v a g y úgy, h o g y meghatározzák, de 
különböző mértékben veszik f igyelembe. (Az extrapolálás nem a 0., h a n e m a 
15. vagy 30. másodpercben történik.) E h e l y e t t mi azt l á t t u k jónak, h o g y min-
den esetben pontosan megmérjük és anal íz is után értékeljük a szerepét . A 
matematikai számításokat megkönnyí te t te volna a mintavéte l i idő ekvidisz-
tanciája, azonban a gyors komponensek k imutatása céljából a mérési p o n t o k a t 
sűrűbben kel lett felvenni az aktivitás k imosásának kezdetén . Ennek k ö v e t k e z -
tében a deszaturációs görbék értékeit 0 -ná l , 10., 30. másodpercnél 1., 2 . , 4. , 
10. percnél, a továbbiakban 10 percenként határoztuk m e g . 

Az izom működésére vonatkozó m á s jellegű kísérletek arra u ta lnak , 
hogy a La bizonyos kompartmentekre specif ikus hatássa l van, a Ca-mal 
mutatot t kémiai hasonlóság alapján. A s teady-s tate-ben mérhető k inet ika i 
változások, a kompartment rendszer paramétereinek megváltozása összevet -
v e a fiziológiai kísérletek eredményeivel , ötleteket adhat a kompartment-

3 MTA Biol. Ont. Közt. 23 (19 80) 
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1, táblázat 

komp. 
szám 1. п. in. átlag 

1. 9 1 , 3 114 ,8 1 3 0 , 8 1 1 2 , 3 
2 . 32 ,5 34 ,3 3 6 , 8 3 4 , 5 
3 . 1 1 Д 10,9 1 2 , 8 1 1 , 5 
4 . 3 , 7 5 3 ,42 4 , 4 3 , 8 6 
5 . 1 , 2 6 1,21 1 , 4 8 1 , 3 2 
6 . 0 , 4 1 0 ,42 0 , 4 7 0 , 4 3 

rendszer belső szerkezetére vonatkozóan. í g y bizonyos kísérleteket La jelen-
létében s távol létében is elvégeztünk. 

A görbéket a számítógépes programmal elemezve minden esetben 6 
komponenst k a p t u n k . Az 1. táblázat 3 db 60 perces inkubálást követő leadási 
görbe sebességi állandóinak megfelelő átlagos tartózkodási időket tünteti fe l . 

о 5 0 10 100 200 perc 
2. ábra. A három görbe a 60 perces inkubálási időhöz tartozó deszaturációs görbék. Az üres 
je lek a meghatározott paraméterekkel számított görbe értékeit jelölik. A telt jelek a[ mérés 

során meghatározott radioaktivitást jelölik a kimosási idő függvényében 

A 2. ábrán látható a számítot t paraméterek segítségével meghatározott 
görbék illeszkedése a deszaturációs görbékre 60 perces inkubálási idő esetén. 

A 2. táblázatban különböző idejű ekvilibrálási időt k ö v e t ő deszaturációs 
görbék t^2-jei láthatók, va lamint a La jelenlétében számított hasonló érték. 

2. táblázat 

komp. 5' 60' 120» La»+ 
szám 

5' 60' 120» 

í . 1 2 8 , 8 139 ,3 1 5 1 , 7 5 0 1 
2 . 4 6 , 2 35 ,9 4 0 , 7 4 7 , 4 
3 . 1 5 , 2 12,5 1 3 , 7 1 5 , 5 
4 . 4 , 7 4 ,1 4 , 5 7 4 , 4 8 
5 . 1 , 4 5 1 ,35 1 ,47 1 , 4 5 
6 . 0 , 4 6 0 ,44 0 , 4 5 0 , 4 3 
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idő (perc) 

3. ábra. A La jelenlétében és távollétében fe lvet t deszaturációs görbék 60 perces inkubálás 
után. A függőleges tengelyen ábrázoltuk az izomban levő radioaktivitást (relatív %) a kimosási 
idő függvényében. A jobb felső inzert a görbe kezdeti szakaszát ( ) ábrázolja kinagyítva 

Külön figyelmet érdemel, hogy a La távollétében a különböz.ő idejű fel-
vételt követő leadásra je l lemző t^2-ek függetlenek az inkubáció idejétől, ami 
alapvetően támasztja alá modellünk és matematikai eljárásunk helyességét. 

A La jelenlétében végzet t kísérletekből kapott görbékből a 60 perces 
inkubálási idejűt analizáltuk. Itt az eltérés az első komponens / paraméterei-
ben jelentkezett , amelyet az intracelluláris tér megfelelőjének tételezünk fel, 
és ezért esetleg a La specifikus hatása a felelős. A 3. ábrán látható a 60 perces 
inkubálási idejű La távollétében és jelenlétében felvett deszaturációs görbék 
közti különbség. Az adatok alapján nagyobb pontosságú mérések esetén re-
mény van arra, hogy a 2. komponensben mutatkozó „gyengébb" La effektus 
szignifikanciája eldönthető. 
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A KOFFEIN KONTRAKTÜRÁK PARAMÉTEREIT 
BEFOLYÁSOLÓ TÉNYEZŐK VIZSGÁLATA 

BÉKA VÁZIZMON* 

K Ó N Y A LÁSZLÓ 

Debrecen i O r v o s t u d o m á n y i E g y e t e m K ö z p o n t i K u t a t ó Laboratór iuma 

Ismeretes, hogy a koffein, küszöb koncentráció (3 mM) fö löt t alkalmazva, 
depolarizáció nélkül vál t ki kontraktúrát béka váz izmon ( A X E L S S O N és T H E S L E F F 

1 9 5 8 ) . A koffein hatására kifejlődő kontraktúra paraméterei (amplitúdó, 
időtartam) eltérőek lehetnek a kísérleti körülményektől függően. Béka egyet-
len izomrostján pl. a koffein hatására kifejlődő tónusfokozódás, másodperc 
nagyságrendű periódusonként rendszertelenül vá l toz ik ( L Ü T T G A U és OETLIKER 

1 9 6 8 ) . Ugyancsak több fázisú a rák izomrostján regisztrálható kontraktúra 
(ZACHACHARA és mtsai 1 9 6 8 ) . 

A több száz rostot tartalmazó m. sartoriuson koffein kontraktúra szisz-
tematikusan megjelenő gyors és lassú szakaszát figyelték m e g BIANCHI és 
mtsai (1967). A koffein kontraktúrának két fázisát tudták elkülöníteni m. 
sartoriuson M A T S U S H I M A és mtsai (1962), va lamint f izosztigmin hatására 
P A G A L A (1974). Saját korábbi kísérleteinkben béka m. semitendinosusából 
készített, kb. 100—200 rostot tartalmazó preparátumon normál Ringerben a 
koffein kontraktúra mindig két fázisúnak bizonyult (KÓNYA és mtsai 1978/a). 

Különböző szerzők véleménye egybehangzó arra vonatkozóan (1. pl. 
B I A N C H I és B O L T O N 1967), hogy a koffein az izomban eltérő támadásponton 
hat, s a fázisok elkülönülése ezzel hozható kapcsolatba. 

A gyors vagy első fázis kifejlődéséért fe l tehetően az izomrost felszíni 
struktúráiban (szarkolemma és T-tubulus membrán), vagy annak közelében 
lokalizálódó koffein-kötő hely felelős. Erre utal a gyors fázis kifejlődési sebessé-
ge mellett (10 másodpercen belül) az a megfigyelés, hogy a koffein a junkcioná-
lis elemekben gazdag szarkoplazmatikus retikulum (SR) preparátumon foko-
zott Ca-felszabadító hatással rendelkezik ( F A I R H U R S T , 1 9 7 5 ) , valamint , hogy 
kötődése a fragmentált SR-en mágneses magrezonancia spektroszkópiával 
kimutatható (KÓNYA és mtsai 1978 /B). 

A második fázissal egyidőben az SR duzzadását, majd membránjának 
sérülését lehetett megfigyelni ( U H R I K és ZACHAROVA 1 9 6 8 , H U D D A R T 1 9 7 2 ) . 

Feltételezhető, hogy ilyenkor a koffe in hatására az SR-ből kiszabaduló Ca 
hozza létre az izom erőteljes kontraktúráját. 

* I X . Membrán Transzpor t K o n f e r e n c i á n 1979. m á j u s 41 — 18 közöt t S ü m e g e n el-
hangzott előadás. 
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A koffein támadáspontjára vonatkozó feltételezéseink ellenőrzése és a 
depolarizációval (magas К tartalmú oldat) létrehozható kontraktúrával való 
összefüggésének tanulmányozására vizsgáltuk K-depolarizáció, va lamint ala-
csony Ca-tartalmú, ill. La tartalmú o ldat hatását a koffein kontraktúra para-
métereire. 

A kísérletekhez kecskebéka (Rana esculenta) m. semirendinosusából 
100—200 rostot (kb. 20—40 mg) tartalmazó preparátumot készítettünk. 
Preparálás után egy órán keresztül n—Ringer oldatban pihentettük, majd 
Sartorius edényben függőleges helyzetben felkötöttük. Az izmok felső végét 
torziós Írókarhoz, alsó végét Sartorius edény üvegkampójához rögzítettük. 
A mechanikus válasz regisztrálása változtatható sebességű kimográf segítsé-
gével kormozott papíron történt. Feszitésmentes állapotban meghatároztuk 
az izmok nyugalmi hosszát (1и), majd a kísérlet megkezdése előtt az izmokat 
30%-kal megnyújtottuk (lf). A regisztrálást állandó kar-arány (1:3) mellett 
végeztük, s minden izom felkötésekor a kitérésnek megfelelő feszülés változá-
sát és az összehúzódás amplitúdóját kalibráltuk. A folyadékcserét Sartorius 
edényben ötszörös térfogatú folyadékkal, fecskendő segítségével végeztük. 

Kísérleteinknél analitikai t i sztaságú Reanal (Budapest) vegyszereket 
használtunk. Különböző oldataink összetételét az 1. táblázatban foglaltam 
össze. 

1. táblázat 

Oldataink összetétele 
(Az egyes anyagok koncentrációját mM/l -ben adjuk meg) 

NR izo-K NS KS 

N a + 117 157,5 — 

K + 2,5 119,5 2,5 160 
Ca 2 + 1 1 8 8 
c i - 121,5 121,5 — — 

s o 2 - — — 88 88 
Trisz 5 5 5 5 

Megjegyzés: 

A preparáláshoz használt N R 35 mg/l d-tubocurarét tartalmazott . 
SO® tartalmú oldatok előállításához 10 mM-os C a S 0 4 törzsoldatból indultunk 
ki. 10 mM koffein tarta lmú oldatot 80 mM-os töménységű koffein törzsoldat-
ból ki indulva mindig frissen készítettünk. 

A Ca-mentesítés előrehaladását 30 percenként ismételt K-kontraktúrával 
(20 sec) ellenőriztük. A közbenső időben a megfelelő inkubáló o ldatot 5 per-
cenként cseréltük. 
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Az ábrákat kormozott papíron készült regisztrátumokról másoltuk és a 
különböző hatások bemutatására jel lemző görbét választottuk. 

K-depolarizáció hatása 

Penetráló ( C l - ) anion jelenlétében K-depolarizáció alatt az izom duzzad, 
s a koffein hatása a depolarizáció tartamával arányosan csökken mindkét fázis 
paramétereire. A depolarizációt ezért nem penetráló (S04~) anion jelenlétében 
hoztuk létre különböző ideig (30—120 perc). I lyen körülmények között a kof-
fein kontraktúra két fázisa között jól megfigyelhető részleges relaxáció jelentke-
zett , ennek nagysága azonban vál tozékony volt , nem mutatott közvet len össze-
függést a depolarizáció időtartamával, és lényegében nem befolyásolta a kon-
traktúra fázisainak paramétereit. 

Ca-elvonás hatása 

F R A N K ( 1 9 7 8 ) újabb adataival egyezésben 0 Ca és 0 , 5 mM E G T A tartal-
mú oldatban inkubálva az izmokat, a Ca-elvonás hatása a K-kontraktúrákra 
viszonylag lassan fejlődött ki. Ca-elvonást követően különböző időkben alkal-
mazva a koffeint, az első fázis amplitúdójának jelentős csökkenését és a má-
sodik fázis kifejlődésének lelassulását figyeltük meg (1. ábra). 

Ha a Ca-elvonást négy óránál hosszabb ideig folytattuk, a K-depolari-
záció hatására kialakuló kontraktúra csaknem teljesen megszűnt (elektro-
mechanikus kuplung (EMK), block). Az ilyenkor alkalmazott 10 mM koffein 
hatására még jelentős, a kontroll amplitúdójának 30—40%-át k i t e v ő első fá-
zist tudtunk megfigyelni (2. ábra). 

Hasonló körülmények között C l - jelenlétében alkalmazott koffein hatásá-
ra kis amplitúdójú elhúzódó első fázist f igyeltünk meg, míg a második fázis 
teljesen elmaradt (3. ábra). 

La3+ hatása 

Két óráig tartó Ca-elvonást követően EGTA és Ca-mentes oldatban 0,2 
mM La-t alkalmaztunk. La jelenlétében а К hatására kifejlődő kontraktúra 
amplitúdója nőtt; ugyancsak nőtt a koffein kontraktúra első fázisának ampli-
túdója és a második fázis kifejlődési sebessége (4. ábra). 

Normál (Cl --ot és 1,8 mM Ca-ot tartalmazó) Ringerben I mM La3"1" jelenlé-
tében a K-kontraktúra kifejlődési sebessége és amplitúdója csökkent . Az i lyen 
körülmények között alkalmazott koffe in hatására az első fázis gyakorlatilag 
változatlanul kifejlődött, ezt követően az izom viszont hosszú ideig részlegesen 
relaxált állapotban maradt, és a második fázis kifejlődése elhúzódott (5. ábra). 
A részleges relaxáció alatt 0,5-1 perces periódussal jellegzetes tónusváltozások 
(lassú, kis amplitúdójú oszcillációk) voltak megfigyelhetők. 
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1. ábra. Koffein kontraktúra Ca-mentes, E G T A tartalmú o ldatban 2,5 óráig inkubált izmon. 
Az ordinátán az i zom rövidülését a nyugalmi hossz százalékában tüntet tük fel. 

0 5 perc 

2. ábra. Koffein kontraktúra Ca-mentes, E G T A tartalmú oldatban 4 óráig inkubált izmon 

3. ábra. 10 mM koffein hatása Ca-elvonást köve tően Ca-mentes izo-K oldatban 5 percig depola-
rizált izmon. 

4. ábra. 0,2 mM La hatása K-depolarizációval és 10 mM koffeinnel kiváltott kontraktúrára 
(részleges Ca-mentesítést követően) 2,5 óráig Ca-mentes oldatban inkubált izmon 
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A KOFFEIN KONTRAKTŰRÁK PARAMÉTEREIT BEFOLYÁSOLÓ TÉNYEZŐK VIZSGÁLATA 
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t } 1 
1 mM La"* 

0 perc 5 

5. ábra. 1 mM La jelenlétének hatása N R - b e n a K-depolarizációval és 10 mM koffeinnel ki-
váltható kontraktúrára 

Mai ismereteink szerint az izomkontraktúra nagysága a mioplazma Ca-
koncentrációjával arányos. Az izom tónus- , ill. hosszváltozásait a Ca-koncent-
ráció időbeli változásának jelzéseként értékelhetjük. Lényegében elfogadott-
nak tekinthető, hogy az extracelluláris térből származó Ca közvetlen hatása 
a kontraktilis rendszerre elhanyagolható. 

Ezek értelmében a kísérleteinkben leírt izotóniás kontrakciós és relaxáci-
ós folyamatokat az SR-ből történő Ca-felszabadulás és reakkumuláció ered-
ményének tekinthetjük. A kontrakció kifejlődése során a SR-ből felszabaduló 
Ca2+ hatására a ínyofibrilláris térben a Ca-szint megnő. A relaxáció a Ca-felsza-
badulás csökkenésével párhuzamosan a reakkumuláció előrehaladását jelzi. 

A szulfát jelenlétében alkalmazott K-depolarizáció alatt a koffein kont-
raktúra első fázisa után minden esetben részleges relaxációt tudtunk megfi-
gyelni. A jelenség feltehetően arra utal , bogy depolarizáció alatt a SR-ből 
történő Ca-felszabadulás és reakkumuláció nyugalmi szintje megnő, és a depo-
larizációtól függetlenül kiváltott Ca-szint fokozódás — ez esetben koffe in ha-
tására — gyorsabban lezajlik. Az izmon tehát ilyenkor egy „relaxációs tenden-
cia" f igyelhető meg. Ennek kapcsolata az EMK folyamataival további tisz-
tázást igényel. 

A Ca szerepe az EMK folyamatainak szabályozásában több oldalról 
v i tatot t . Részben bizonyítottnak tekinthetjük F R A N K és R I A N C H I kísérletei, 
valamint R I A N C H I elmélete (1969) alapján, hogy a T-tubulusok depolarizáci-
ója és a SR-ból történő Ca-felszabadulás között a funkcionális kapcsolatot a 
T-TC junkcióra lokalizálódó Ca biztosítja. Ha ennek mennyiségét Ca-mentes 
oldatban történő inkubálással és komplexképző alkalmazásával csökkentjük, 
úgy EMK block fejlődik ki. Ez a block különböző 2 és 3 vegyértékű kationok-
kal felfüggeszthető (FRANK 1960, 1962, 1978). Az ismertetett kísérleteinkben 
0,2 mM La34" is képes volt a blockot felfüggeszteni. 
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Ca-elvonással nemcsak a K-kontraktúra amplitúdóját, de a koffein kon-
traktúra mindkét fázisának a sebességét is csökkenteni lehetett . Ez a megfi-
gyelés amellett szól, hogy az ún. kuplung Ca2 +mennyisége ilyen módon csökkent-
hető (depolarizációra kialakuló kontrakciós block). A koffein kontraktúra 
fázisainak amplitúdó csökkenése a koffein gyors hatásának kifejlődésében szere-
pet játszó Ca-nak, és az SR Ca-nak a csökkenését (második fázis) egyaránt bi-
zonyítani látszik. Feltehető, hogy a Ca-elvonás az izom különböző Ca-frakcióit 
érinti, s ezáltal gyengít i a kontrakciók nagyságát. 

1 mM La jelenlétében а К kontraktúra csökkenése a La3 +membrán-stabi-
lizáló hatására utal . Változatlan nagyságú depolarizáció hatására a kontraktú-
ra kifejlődési sebessége, ezzel párhuzamosan feltehetően a Ca-felszabadulás 
sebessége is csökken. A valószínűleg változatlan sebességű Ca-reakkumuláció 
eredménye, hogy az izomkontraktúrában egy p lató szakasz fejlődik ki. A depo-
larizáció hatásával ellentétben a koffein hatás gyors fázisa változat lan marad. 
Ez arra utal, hogy La3+jelenléte a gyors fázis kifejlődéséért felelős Ca mozgást 
nem befolyásolja. Az ezt követően megfigyelhető La3+ hatás értékelése nehe-
zebb. Az előzőek szerint a Ca-felszabadulás és reakkumuláció ütemének e g y 
labilis egyensúlya alakulhat ki. Feltehetően az adott körülmények között a 
La 3 + nem jut a SR közeiéhe és a T-tubulus membránjának stabilizálásán keresz-
tül mintegy közve tve hat. Ennek módja további vizsgálatot igényel . 
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A VÖRÖSVÉRTEST ALAK VIZSGÁLATÁNAK 
NÉHÁNY ASPEKTUSA KONZERVÁLT 

ÉS KONZERVÁLT-REJUVENÁLT VÉRMINTÁKON* 

LACZKÓ JENŐ és VARGA SÁNDOR 

Debreceni Orvostudományi E g y e t e m Központi K u t a t ó Laboratóriuma 

A discocyta echinocyta transzformáció (D—E tr) vizsgálata a konzerválási 
ártalom fokának megítélésére 

A transzfúziós célra szokásos módokon (ACD, CPD közegben 4 °C-on) 
konzervált vérben a vörösvértestek (vvt-ek) fokozatosan jellegzetes alaki vál-
tozáson esnek át. Ez a folyamat a D — E tr vagy más néven discoid-spheroid 
átalakulás. Az így kialakuló vvt populáció alakilag heterogén, a tárolási idő 
előrehaladtával a morfológiai kép fokozatosan tolódik „jobbra": nő az átalaku-
lás előrehaladottabb stádiumaiban l e v ő alakok aránya. A sphero-echinocyta 
(SE) II alakok 2—3 hét tárolás u t á n jelennek meg, de D-ák még 7 hét után, 
E I formák pedig 1 1 — 1 2 hét e l te l tével is találhatók (LACZKÓ és mtsai 1 9 7 9 ) . 

Az alakváltozás alakulásának számszerű jellemzésére mind fénymikroszkópos 
(FM-os), mind pásztázó elektronmikroszkópos (PEM-os) kiértékelésnél jól 
használható a morfológiai index ( l m ) (GÁRDOS és mtsai 1 9 6 6 ) . A PEM-os 
kiértékelés pontossága érdekében ajánlatos olyan preparátumkészítési eljá-
rást használni, amely a tárgytartón egyenletes sejteloszlást ad, s a sejtek jó 
tapadását biztosítva kiküszöböli a víztelenítés-szárítás során az esetleges szelek-
tív sejtleválást. Erre igen alkalmas a S A N D E R S és mtsai ( 1 9 7 5 ) által leírt poly-L-
lysines fölragasztás. 

Az l m megadásánál bizonyos problémát jelent az, hogy az alakváltozá-
sok egymást követő stádiuma között i határ nem éles, így vizsgálónként, ill. 
munkacsoportonként a besorolás kritériumaiban lehetnek eltérések. Ebből 
adódik a módszer szemikvantitatív jel lege. A kísérleti eredmények értékelésé-
nél így pontos információt jelent e g y munkacsoporton belül, problémásabb 
azonban a különböző munkacsoportok által publikált adatok összevetése. Az 
lm csökkenése és a bikonkáv (D -(- E l ) formák arányának csökkenése a kon-
zervált vérben — a konzerválási idő függvényéhen — jellegében azonos (1. 
ábra), ezért gyors FM-os kiértékelésre felhasználható a viszonylag könnyen 
identifikálható bikonkáv alakok arányának meghatározása. 

* I X . Membrán Transzport Konferencián 1979. május 47 — 18 között Sümegen el-
hangzott előadás. 
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S E II • l m ; ° D .E a r á n y 
f é l l o a a n t m i k u s s k á l á n . 

1. ábra. A D —E tr alakulása CPD-n konzervál t vérben 

] m e g k ö z e l í t ő l e g n o r m á l D - d k ; | ' v ] E I I - I I l ; 

J SE H l ; ^ ^ M S - S S t ; • l m r q . 

2. ábra. A morfológiai kép alakulása 1 térf . vérnek 1 térf. P B S - b e n oldott 60 m M Adenozinnal' 
37 °C-on 4 órán keresztül végzett inkubálás után 

A konzerválási ártalom egyik, valószínűleg meghatározó jellegű követ-
kezménye az, hogy a w t - e k az alakváltozás előrehaladott (SE) stádiumaiba 
jutva membránt vesztenek. A membránveszteség az elvékonyodott tüskék 
csúcsának lefűződésével (3a. ábra) vezikulák, mielin formák képződésével 
jön létre ( B E S S I S és MANDON 1 9 7 2 , W E E D és mtsai 1 9 7 4 ) . L U T Z és mtsai ( 1 9 7 7 ) 

37 °C-on történő A T P deplécióval járó vezikulaképződés esetében a vezikulák-
ban az integráns membránfehérjéket olyan arányban találták meg mint az 
intakt membránban, míg a kolineszteráz frakció bedúsult. ACD-re levett , 
egyéb alakelemektől mentesített plazmával 9 hét ig 4 °C-on tárolt vvt-ekből 
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3. ábra. a) Vezikulációra u t a l ó befűződések a S E - á k tövisein, b ) Yezikulák t ranszmissz iós 
e l ektronmikroszkópos képe 

származó vczikulák (3b. ábra) egy része megnyúlt ( 9 0 — 1 0 0 x 2 5 0 — 2 6 0 nm), 
középen kissé befűződött, egység membránnal határolt, hemoglobint tartal-
maz. A fokozott kolineszteráz aktivitás is kimutatható vo l t . A vezikulák pon-
tosabb mennyiségi és minőségi jellemzőit, ezek időbeli alakulását, alaki és 
egyéb változásokhoz való viszonyait a konzervált vérben behatóbb vizsgála-
tokkal közelíthetjük meg. 

A D — E tr előrehaladása a konzervált vvt-ek morfológiai öregedését je-
lenti, mértéke viszonylag közvetlenül jelzi a membránt vesz te t t sejtek arányát . 
A morfológiai jellemzők meghatározása í g y a konzerválási ártalom vizsgálatá-
nak egyik fontos módszere. LONGSTER és mtsai ( 1 9 7 2 ) felhasználták konzerváló 
folyadékok összehasonlító vizsgálatában. 

A D—E tr-t kiváltó tényezők• A sejtmembrán szerepe 

A D — E tr régóta ismert és tanulmányozott jelenség. Kísérletekben szá-
mos tényező echinocytogén hatását k imutatták és vizsgálták. A D — E tr 
kiváltható A T P deplécióval ( N A K A O és mtsai 1 9 6 1 , G Á R D O S és mtsai 1 9 6 6 , 

FÉo és L E B L O N D 1 9 7 4 ) , anionos vagy nem ionos amfifil anyagokkal ( D E U T I C K E 

1 9 6 8 ) , inkubált plazmával ( B E S S I S és B R E C H E R 1 9 7 1 , FÉo 1 9 7 2 , L I C H T M A N 

és M A R I N E T T I 1 9 7 2 ) , „üveg effektussal", valamint a szuszpendáló közeg pH-já-
nak emelésével ( P O N D E R és P O N D E R 1 9 6 2 , B E S S I S és P R E N A N T 1 9 7 2 , W E E D 

és CHAILLEY 1 9 7 3 ) . A f iziológiásán igen alacsony intracelluláris Ca2+ koncent-
ráció emelkedésének alakváltozást k ivá l tó hatását sok oldalról vizsgálták 
( W E E D és mtsai 1 9 6 9 ; W E E D és CHAILLEY 1 9 7 3 ; W H I T E 1 9 7 6 ) , de a Ca2+ (és más 
divalens kationok) pontosabb hatásmódjának, egyéb tényezőkkel való kapcso-
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latának, a Ca2 + és a vvt membrán kölcsönhatásainak tisztázásában éppen 
magyar kutatók munkái alapvetőek (SZÁSZ 1 9 7 0 , SZÁSZ és mtsai 1 9 7 0 , SZÁSZT 

és mtsai 1 9 7 8 , G Á R D O S és mtsai 1 9 7 9 ) . 

Az intakt vvt-ek D — E tr-ja során létrejövő alakokhoz hasonló formák 
ghostokon is megfigyelhetők. MIRCEVOVÁ ( 1 9 7 4 ) konzervált vvt-ekből A T P 
jelenlétében készített ghostokat discoid, míg az ATP mentes közegben prepa-
ráltakat crenált formájúnak találta. PALEK és mtsai ( 1 9 7 4 ) ghostokon vizsgálva 
a Ca 2 + , Mg2+ és ATP hatását arra következtettek, hogy az alakváltozásért fe-
lelős hatások a membrán belső fehérjekomponensein érvényesülnek. A ghos-
tok ATP függő alakváltozásait demonstrálták SHEETZ és S I N G E R ( 1 9 7 7 ) , ill. 
az alakváltozás és a spektrin 2 foszforilációja közötti korrelációt B I R C H M E I E R 

és SINGER ( 1 9 7 7 ) . Saját vizsgálatainkban S H E E T Z és SINGER ( 1 9 7 7 ) módszerével 
3—6 hetes vérkonzervekhői visszazárt ghostokat készítve crenált alakokat 
kaptunk, melyek Adenozin tartalmi! közegben 37 °C-on történt inkubálás 
után sima felszínű, általában monokonkáv formákká alakultak. Ez utóbbi for-
mákat kaptuk, ha előzetesen rejuvenált vvt -ekből indultunk ki. 

Ma már elég egyértelmű, hogy a vvt-ek alakváltozásai (nem kóros hemo-
globin szerkezet esetében) a v v t membrán konformáció változásaival magya-
rázhatók. Ennek mechanizmusában a S H E E T Z és SINGER ( 1 9 7 4 ) féle hipotetikus 
modell továbbfejlesztésének eredményeként a pontosabb molekuláris részje-
lenségek szerepe is kezd tisztázódni (SZÁSZ és mtsai 1 9 7 8 , G Á R D O S és m t s a i 
1 9 7 9 ) . 

Az experimentálisán létrehozott D — E tr-ért felelős tényezők egy része 
a konzervált vérben is kimutatható: ATP és 2—3 D P G szint csökkenése, 
lizolecitin keletkezése, a membrán passzív Ca 2 + permeabilitásának fokozódása. 
Összefüggésük az alakváltozással azonban részben más jellegűnek látszik: 
az ATP szint csökkenését a D — E tr a 37 °C-on történő depléciókor megkésve 
követi , A konzervált vérben megelőzi (SZÁSZ 1 9 7 0 ) , a plazma echinocytogén 
hatása csak hosszabb tárolás után mutatható ki ( L I C H T M A N és M A R I N E T T I 

1 9 7 2 , LACZKÓ és mtsai 1 9 7 9 ) , a citrátos közeg a Ca2+ felvételt megakadályozza, 
de csökkenti a membrán Ca2+ affinitását ( S Z Á S Z és mtsai 1 9 7 8 ) . Jelenleg t e h á t 
a konzervált vvt-ek morfológiájának vizsgálatából a sejtek funkcionális 
jellemzőire pontosan következtetni még nem tudnak. Ez aláhúzza a k o m p l e x 
vizsgálatok fontosságát, melyekben azonban a morfológiai jellemzők tanulmá-
nyozása, épp a PEM-os módszerek adta lehetőségek kihasználásával, nagyobb 
szerepet kaphat . 

A rejuvenálás és a D—E tr reverzibilitása 

A konzervált vvt-ek rejuvenálására vonatkozó vizsgálatok ki induló-
pontja N A K A O és mtsai (1959) azon megfigyelése volt, hogy nukleozid tarta lmú 
közegekkel inkubált , előzetesen hosszabb ideig konzervált vvt -ek ATP szint -

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 



A VÖRÖSVÉRTEST ALAK VIZSGÁLATÁNAK NÉHÁNY ASPEKTUSA 47 

je visszaállítható, s eközben a sejtek tüskés formákból k o n k á v formákba alakul-
nak. A rejuvenálási eljárások a konzervált vvt-ek más élettani jellemzőire is 
kedvező hatásúaknak bizonyultak. Ez a gyakorlati alkalmazás lehetőségeit 
fölvetette: a vvt-ek transzfuzióra való alkalmasságának javítását előzetes 
rejuvenálással ( B A R T L E T T 1 9 7 4 ) , a konzerv vérek gazdaságosabb felhasználá-
sát a lejárt vérek rejuvenálás utáni fagyasz tva tárolásával (VALERI és Z A R O -

ULIS 1 9 7 2 ) . A rejuvenálás morfológiai ha tásá t általában az E alakok arányának 
csökkenése alapján ítélik meg, és a reverzió jellemzésére az Im-et használják 
( U S R Y és mtsai 1 9 7 5 ) , jóllehet már N A K A O és mtsai ( 1 9 5 9 ) közleménye sem mint 
normál D-at jellemzi a konkáv formákba revertált sej teket . Más szerzők is 
megfigyelték, hogy a konzerválási idő előrehaladtával a rejuvenálás részben 
kisebb átmérőjű vvt-eket eredményez ( S Z Á S Z és mtsai 1 9 6 8 , W E E D és mtsai 
1 9 7 4 ) . 

a) A rejuvenált vvt-ek morfológiája: a reverzió szintje és minősége 

A konzervált sejtek rejuvenálását erőteljes kezeléssel végezve (30 mM 
Adenozin, 4 óra, 37 °C) az E alakok aránya alacsonyra v ihe tő le (4. ábra) és 
rejuvenálás utáni arányuk a tárolási időve l nem nőtt (2. ábra). Az E-ák és 
SE-ák igen nagy része tehát i lyen körülmények között reverzibilis abban az ér-
telemben, h o g y konkáv formákba alakulásra, decrenációra képes. Az E — S E 
formák arányának csökkenését a reverzió szintjeként javasoljuk definiálni . 
(Az lm megadásakor indokolt jelölni, h o g y a reverzió szintjére értelmezzük: 
Imri — level of reversion.) 

A reverziószint meghatározása megtévesztő is lehet, mert mint esetünkben 
azt sugallhatja, hogy az adot t rejuvenálás a tárolási időtől függetlenül azono-
san kedvező morfológiájú vvt -eket eredményez. Ha azonban összehasonlítunk 

4. ábra. 7 hét ig C P D - n konzervált (a ) és Adenozinos inkubálássa l r e j u v e n á l t (b) w t - e k P E M - o s 
k é p e 
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5. ábra. CPD-re frissen levett vér vvt-je inek PEM-os képe 
,6. ábra. 9 hét ig CPD-n tárolás u t á n Adenozinos inkubálással rejuvenált vvt-ek PEM-os k é p e 

egy frissen l eve t t vérből (5. ábra) és egy hosszabb tárolás u t á n rejuvenált vérből 
(6. ábra) készült mintát, igen szembetűnő a különbség: az utóbbiban n a g y fo k ú 
az anizocitozis, feltűnő a spherostomatocyták (SSt) és a microspherocyták 
(MS) (bikonkáv, de kisebb átmérő/vastagság viszonyú) sejtek nagy száma. E z 
utóbbi két forma aránya a konzerválási idő előrehaladtával nő és jó korrelációt 
mutat az inkubálás előtt talál t SE II alakok arányával (1. és 2. ábra). A D — E 
tr és reverzibilitás összefüggésére vonatkozó elképzelésünket a 7. ábrán foglal-
tuk össze: a D — E tr előrehaladott stádiumaiban membránveszteség lép fe l ; 
rejuvenálás során a membránanyagot nem (vagy nem kritikus mennyiségben) 
vesztett sejtek közel normál nagyságú, míg a membrándeficiens alakok morfo-
lógiailag is kóros, bár konkáv formákká képesek átalakulni. I lyen alakok f igye l -
hetők meg pl. herediter spherocytosisban, s kisebb deformabilitásuknak tu-
landonítják funkcionális csökkent-értékűségüket ( B E S S I S és MOHANDAS 1 9 7 5 , 

BESSIS 1 9 7 7 ) . A rejuvenált vvt -ek esetében a deformabilitásra vonatkozó meg-
figyelések nem teljesen egyértelműek: a deformabilitás növekedését m u t a t t á k 
ki fiitrációval (HARADIN és mtsai 1969) és mikropipettás technikával (LA 
CELLE 1 9 6 9 ) , (a filtrabilitás csökkenését a tárolás előrehaladtával és növeke -
dését a rejuvenálás után magunk is megfigyeltük), míg Ektacytométerrel mér-
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v e a rejuvenált sejtek deformabilitása csökkentnek mutatkozott (FÉo és mtsai 
1978). Kérdéses, hogy a konzervált w t - e k lienális és hepatikus szekvesztráció-
jában a deformabilitás kritikus mértékű csökkenése vagy a membránkárosodás 
és membránveszteség egyéb következményei a meghatározóbb jellegűek. 

A rejuvenálás hatásának morfológiai értékelését a SSt -)- MS alakok 
arányának f igyelembevételével informatívabbnak véljük, s a reverzió minősége-
ként javasoljuk tekinteni. Morfológiai index (Imrq — quality of reversion) 
számolásához: D + E I 1,0; E II—III 0,5; S E I—II és SSt + MS 0,0. (2. ábra). 

b) A rejuvenáláskor létrejövő alakváltozások időbeli lefolyása — néhány rejuve-
náló közeg és hőmérséklet összevetése 

Korábbi vizsgálatainkban arra utaló megfigyeléseink voltak, hogy a 
konzervált vv t -ek D—-E tr-jának reverziója bizonyos szintig a saját, konzervált 
plazmában történő frakcionáláskor és friss autológ plazmában történő inku-
báláskor szobahőmérsékleten is bekövetkezik ( L A C Z K Ó és mtsai 1 9 7 9 ) . A rejuve-
náláskor létrejövő alakváltozások értékeléséhez ezért szükségesnek látszik, 
hogy az inkubációs körülmények hatását pontosabban ismerjük. A következő 
körülmények között vizsgáltuk a reverzió szintjét az inkubációs idő függvényé-
ben 3 hétig tárolt véreken: Közegek 
A) 1 térf. friss autológ plazma -(- 1 térf. P B S 
B) 1 térf. friss autológ plazma + 1 térf. PBS-ben oldott 60 mM Adenozin 

(Serva); 
C) 1 térf. konzervált plazma -+- 1 térf. P B S ; 
D) 1 térf. konzervált p lazma -f- 1 térf. PBS-ben oldott 60 mM Adenozin; 

hematokrit 10%, hőmérséklet 0, 22 és 37 °C. 
Az inkubáció tartama alatt meghatározott időközökben kivett mintákat 

D E S E 

7. ábra. A D — E tr é s r e v e r z i ó s é m á j a 
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glutáraldehidben fixáltuk. Az eredményeket a 8., 9. ábrák mutatják. О °С-ои 
változás nincs, ami arra utal, hogy az alakváltozás a sejtek aktív anyagcseré-
jétől függő fo lyamat . Alakváltozás a vizsgált közegekben mind 22 °C-on, mind 
37 °C-on létrejött , az időbeli lefolyás jellegének különbözőségei azonban rész-

% £(EII.-SpEII.%) 

V 

20 22'C 

30 60 90 120 180 240 Friss pl+Ad. 360 perc 

8. ábra. A reverziószint változása, az inkubálási idő függvényében (3 hetes ACD-s vér)> 
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9. ábra. A reverziószint változása rövidebb mintavétel i időközökkel féllogaritmikus skálán 
(3 hptes ACD-s, de az előbbivel nem azonos vér) 
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ben eltérő anyagcsere folyamatokra utalhatnak. Ezt a sejtek energiaszintjére 
és egyéb biokémiai és fiziológiai jellemzőire vonatkozó párhuzamos vizsgálatok 
tisztázhatják. A rejuvenálás okozta alakváltozások értékelése szempontjából 
a gyors fázisok jelenléte az inkubálási idők pontos megválasztásának fontosságát 
húzza alá. A vizsgálni kívánt konzerv vér előkészítésénél (denzitás alapján 
történő szeparálás, mosás stb.), valamint a kontrollok beállításánál fontos 
f igyelembe venni a 22 és 37 °C-on a konzervált plazmában is létrejövő alakvál-
tozást. A viszonylag stabil végállapotok viszont a különböző viselkedésű vvt -ek 
szeparálásához jelenthetnek kedvezőbb feltételeket. További vizsgálatokat kí-
ván az a kérdés, hogy maga a reverziósebesség milyen információkat je lenthet 
a vvt-ek állapotának, a vvt -ek és a plazma, ill. más inkubáló közegek kölcsön-
hatásainak tanulmányozásához. 

Következtetések 

1. A D — E tr a konzerválási ártalom morfológiai jellemzője, előrehaladottságá-
nak mértéke a membránveszteséget szenvedett vvt -ek arányával van 
összefüggésben. 

2. A rejuvenálás morfológiai hatásának kiértékelésénél a rejuvenált vv t popu-
lációban található bi- vagy monokonkáv, de alaki sajátosságaik alapján mem-
brándeficiens formák aránya nem hagyható figyelmen kívül . 

3. A morfológiai értékelésre kerülő konzervált vérminták előkészítésénél, 
kontrollok beállításánál tekintettel kell lenni a szobahőn is bekövetkező 
alakváltozásokra, a rejuvenálási eljárások összehasonlításánál pedig az 
alakváltozások időfüggésének jellegére. 
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BIOLÓGIAI MINTÁK ELŐKÉSZÍTÉSE 
ÉS KVALITATÍV RÖNTGEN-SUGÁR MIKROANALÍZISE* 

TÓTH I D A 

MTA, Szegedi Biológiai Központ , Biofizikai Intézet , Molekuláris Neurobiológiai Laboratórium 

A vékony (maximum 0,25 /jm vastagságú) biológiai minták röntgen-
sugár mikroanalízise (elektronsugaras rötgen-mikroanalízise: B E R N O L Á K , 

SZABÓ, SZILAS 1979) alig több, mint 10 éves múltra tekint vissza, s csupán 
néhány száz közlemény jelent meg ebben a témakörben. Jelentősége mégis 
óriási, mert az egyetlen olyan vizsgáló módszer, amely közvetlen kapcsolatot 
teremt a morfológia és a biokémia között. 

A lehetőséget egy i lyen kapcsolatteremtésre az analitikai elektronmik-
roszkópia biztosította: azok az elektronmikroszkópok, amelyek röntgen-sugár 
mikroanalizátorral vagy mikroanalizátorokkal vannak felszerelve. Mind a 
transzmissziós, mind a scanning elektronmikroszkópok kombinálhatók mik-
roanalizátorral, így az elektronmikroszkópos anyagvizsgálat során mindhá-
rom üzemmódban (ТЕМ: transzmissziós elektronmikroszkóp, STEM: scanning 
transzmissziós elektronmikroszkóp és SEM: scanning elektronmikroszkóp) 
nyerhető információ az anyag in situ mikrokémiájára vonatkozóan. 

A módszer lényege, hogy az elektronbombázás hatására keletkező rönt-
gen-sugárzást a minta közelében elhelyezett detektor érzékeli, majd az impul-
zusokat erősítés után egy sokcsatornás analizátor dolgozza fel, melynek ered-
ménye az energia spektrum, illetve hullámhossz spektrum, a detektortól függő-
en. Űjabb an mindkét detektor-típussal felszerelik az elektronmikroszkópo-
kat , így célzottan alkalmazhatók. A kristályspektrométerrel nyert hullám-
hossz spektrumon csak egy elem vizsgálható, azonhan a feloldóképessége, így 
a jel/zaj, azaz csúcs/háttér arány jobb, ezért a kis koncentrációban jelenlevő 
elemek vizsgálatára alkalmasabb. Afélvezető t ípusú (általában szilicium/litium) 
detektorral kapott energia spektrum azonban a teljes detektálható elemösszeté-
te l t mutatja, amelyet általában rövid 100-200 másodperces analízis idővel nye-
rünk. A hagyományos fé lvezető detektorral csupán a nátrium, illetve a nátri-
umnál magasabb rendszámú elemek vizsgálhatók, azonban az ún. ablak nélküli 
detektorokkal könnyebb elemek is vizsgálhatók. 

A biológiai minták analízisében a fé lvezető detektorok alkalmazása el-
terjedtebb, mint a kristályspektrométereké. Az eddigi közlemények kb. 10%-

* IX. Membrán Transzport Konferencián 1979. május 57 — 18 között Sümegen el-
hangzott előadás. 
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ban alkalmaztak hullámhossz spektrum kiértékelést. Ennek nem csupán a 
könnyebb kezelhetőség az oka, hanem az is, hogy rövidebb idő alatt több infor-
máció nyerhető a szimultán spektrum révén, így a minta károsodása minimá-
lis. A legkisebb kimutatható anyagmennyiség 1 0 ~ 1 9 g, ( S H U M A N , S O M L Y Ó 

1976) tehát rendkívül érzékeny módszer. 
A röntgen-sugár mikroanalízis látszólag egyszerű, gyors módszer az 

elemek in s i tu meghatározására. Azonban ahhoz, hogy értékelhető eredménye-
ket kapjunk, gondos, meghatározott paraméterekkel végzett analízis és még 
gondosabb, kontamináció- és műtermék-mentes mintaelőkészítés szükséges. 

Mintaelőkészítés 

A röntgen-sugár mikroanalízis révén nyert adatok értékelhetősége nagy-
mértékben függ a minta előkészítésétől. A preparálás kettős kritériuma a 
következő: 

i. Megfelelően kontrasztos minta a tájékozódás biztosítására. 
ii. Az elemek diszlokáció és kioldódás mentes megőrzése. 

Csak a két feltétel biztosítása esetén használhatjuk ki maximálisan azt 
a röntgen-sugár mikroanalízis nyújtotta lehetőséget, hogy pl. egy sejtorganel-
lum in situ elemösszetételét meghatározzuk. Ennek a kettős követelménynek 
egyetlen ma ismert módszer sem felel meg tökéletesen, azonban számos kompro-
misztikus megoldás van. Ezek az eljárások a vizsgálat céljától függően két 
nagy csoportra oszthatók: 

1. Minden detektálható elem, vagy 
2. célzottan egy-egy elem kimutatására irányuló előkészítés. 

1. Minden detektálható elem kimutatására irányuló előkészítési módszerek: 

1.1. A konvencionális elektronmikroszkópos előkészítés során a f ixáló 
szerek, a vízelvonó szerek, sőt a beágyazó medium is kioldhatja, illetve diszlo-
kálhatja az elemeket. Ezért célszerű minden kémiai anyagot mellőzni, ha min-
den detektálható elem eloszlását akarjuk vizsgálni. Legalkalmasabb előkészíté-
si mód a rögzítetlen anyagból készült fagyasztva szárított, fagyasztott ultravé-
kony metszés. Ilyen preparátumok készítéséhez speciális ultramikrotomok 
szükségesek. A hagyományos ultramikrotomok közül az L K B Ultratom I. 
III. és IV. , a Reichert OMU-2, OMU-3, valamint a Sorvall Porter-Blum 
MT2B és MT2 típusai kicgészíthetők a kereskedelmi forgalomban kapható fa-
gyasztó feltétekkel. 
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A preparálás lényege, hogy alacsony hőmérsékleten, általában a folyé-
kony nitrogénben (—190 °C) vagy túlhűtött , folyékonyni trogénben (— 210 °C), 
megfagyasztjuk a szövet lehetőleg minél kisebb részletét, (általában 1 mm3) . 
Ezután az anyagot —80 —100 °C körüli hőmérsékleten száraz késsel megmet-
szük, majd t ű ( C H R I S T E N S E N 1971) vagy vákuum ( A P P L E T O N 1974) segítségé-
vel összegyűjtjük a metszeteket és az elektronmikroszkópos rostélyra helyez-
zük. 

Szárítás után szénréteget párologtatunk rá ( H O D S O N és W I L L I A M S 

1974). A metszet szárítását is alacsony hőmérsékleten kell végezni , így az ele-
mek száradás közbeni diszlokációja elkerülhető. Laboratóriumunkban Reichert 
OMU-2 t ípusú ultramikrotom FC-2 típusú fagyasztó feltétjével dolgozunk. 
Ebben a készülékben a preparátum, a késtartó és a gyorsfagyasztó egység egy 
viszonylag kis térfogatú kamrában helyezkedik el, a hőmérséklet 0,2 °C pon-
tossággal elektromos úton szabályozható —160 és -j- 40 °C között , folyékony 
nitrogén elektromos uton történő párologtatásával. A minta fagyasztására fo-
lyékony nitrogén helyett Freon 22-t alkalmazunk —130 °C mellett . Ennek meg-
van az az előnye, hogy így a mintát a kamrán belül fagyaszthattuk le, és épp-
oly jó eredményeket kaptunk, mint túlhűtött cseppfolyós nitrogénnel. 

A jó metszetkészítés feltétele, hogy minél kisebb anyagot minél gyorsab-
ban fagyasszunk le. Úgy tapasztaltuk, hogy Yibratommal történő előmetszés 
(50—100 pm-os szövetszeletek) alkalmazása nagymértékben csökkenti a fa-
gyasztás soráni jégkristály képződést. Jól kisimíthatók a metszetek és felvéte-
lük is effektívebb, ha kis teljesítményű vákuum szivattyúval gyűjtjük össze 
a szalagszerűen rendeződött metszeteket. Ezt a módszert Appleton nyomán mi is 
adaptáltuk Reichert OMU-2 FC-2 típusú ultramikrotomunkhoz. A fagyasztva 
szárított ultravékony metszetekben elméletileg minden elem diszlokáció men-
tesen megőrizhető, így a röntgen-sugár mikroanalízis ideális preparátumai. 
Azonban a természetesen előforduló elemek elektron-denzitása alacsony, 
ezért a tájékozódás problematikus, a membránok például nem vehetők ki 
a megszokott módon: csupán az anyag sűrűségbeli különbségei adnak kontraszt 
hatást . 

1.2. A lefagyasztott minta vákuumban kiszárítható, műgyantába ágyaz-
ható, így is elkerülhetjük a fixáláshoz, illetve a víztelenítéshez használt kémiai 
anyagok alkalmazását. Ezek a fagyasztva szárított beágyazott metszetek. A meto-
dika egyszerűbb, mint a fagyasztva szárított fagyasztott ultravékony met-
szetek készítése, de a beágyazó anyag diszlokációt okozó hatása nem zárható 
ki. 

1.3.A lefagyasztott anyag víztelenítését szubsztitúcióval is elérhetjük. 
Eredetileg S P U R R (1972) írta le. A lefagyasztott anyag 80 °C szubsztituálha-
tó dietil-éterrel, vagy acetonnal, vagy akroleinnel, majd néhány nap múlva 
szobahőmérsékletre hozható, és beágyazható. Számos növényi és állati szövet-
ben végeztek így eredményes vizsgálatokat, azonban a nátrium és kálium ki-
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oldódása megfigyelhető a fagyasztva szubsztituált metszeteken. ( C H A N D L E R 

1 9 7 8 ) . 

1.4. Mind a kémiai, mind a fizikai f ixálást mellőzve is készíthető prepa-
rátum mikroanalitikai célra: szuszpenziót levegőn, (COSTA et al. 1977, HUI és 
C O S T A 1 9 7 9 , S I L B E R G E L D és COSTA 1 9 7 9 ) vagy kritikus pont-szárítóval dehidrált 
állapotban vizsgálhatjuk ( C L A R K E et al. 1 9 7 0 ) . Rendkívül gyors, egyszerű eljá-
rás. Szövetekből is készíthetők levegőn szárított preparátumok: ezek az elek-
tronmikroszkópos kenetek ( T A K A Y A 1 9 7 5 ) . 

Az említett módszerekről részletes áttekintést ad E R A S M U S ( 1 9 7 8 ) . 

2. Egy elem célzott kimutatására irányuló előkészítési módszerek 

2.1. Célzottan, egyetlen elem lokalizációjára irányuló vizsgálatok 
precipitációs módszerrel végezhetők. í g y a szövetben jelenlevő endogén elem 
egy csapadék-képző ágenssel oldhatatlan reakcióvégterméket képezve a szö-
vetben megőrizhető, és röntgen-sugár mikroanalízissel vizsgálható. Sok eset-
ben, de nem szükségszerűen a csapadék elektrondenz,így a lokalizáció könnyű. 
A különböző metodikákat részletesen ismerteti L Ä U C H L I ( 1 9 7 5 ) . A precipi-
tációs technikák tekintélyes hányada a kalcium kimutatására irányul. Labora-
tóriumunkban sikerrel alkalmaztuk az Oschmann— Wall technikát idegszövet-
ben ( P Á R D U C Z és J o ó 1 9 7 6 ) , K-piroantimonátos rögzítést izomszövetben 
történő kalcium lokalizálására ( D u x és mtsai 1 9 7 7 , D u x és mtsai 1 9 7 8 ) . 

2.2. Nemcsak az endogén elemek, hanem a szövetekbe bevitt exogén elemek 
is azonosíthatók megfelelő előkészítés után. Csigából (Helix pomatia) 
származó suboesophagealis idegduc bárium tartalmú oldatban történő inku-
bálása után a neuroszekréciós szemcsékben bárium kimutatható ( J o ó és 
mtsai 1977). 
Az elektronmikroszkópos K-ferricianidos glikogén festési eljárás specif ikus 
volta ellenőrizhető a csapadék rtg-sugár mikroanalízisével (BOLDOCZKI és 
P Á R D U C Z 1 9 7 7 ) . A ferritinben lévő vas detektálásával az agyi hajszálerek 
permeábilitás-fokozódása egzakt módon jellemezhető (Joó és K A R N Y U S H I N A 

1 9 7 8 ) . 

Zink-jód-ozmium reakció idegszövetben történő lokalizálását követően 
a csapadék röntgen-sugár mikroanalízise megerősítette a reakció végtermék 
és a kalciumkötő helyek feltételezett kapcsolatát (HALÁSZ és mtsai 1979). 

Alkalmazás 

A továbbiakban a röntgen-sugár mikroanalízis laboratóriumunkban 
elért újabb eredményeiről szeretnék beszámolni. Adatainkat JEOL-JEM 
lOOB-hez kapcsolt JEM-ASID scanning elektronmikroszkóp és E D A N 707 В 
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energiadiszperzív röntgen-sugár mikroanalizátor használatával nyertük. A 
metszeteket Reichert OMU-2, FC-2 típusú fagyasztó ultramikrotommal k é -
szítettük. 

1. Idegszövet 

1.1. Perifériás idegszövet elemösszetételének vizsgálata 

Az idegszövet elemösszetételének vizsgálatára első alkalommal olyan 
szövetet választottunk, melynek viszonylagos egyszerű struktúrája lehetővé 
teszi a jó tájékozódást fagyasztott ultravékony metszeteken is. Patkány, egér 
és béka rögzítetlen n. ischiadicusából készítettünk fagyasztott ultravékony 
metszeteket és ezeket festetlenül, szenezés után vizsgáltuk az elektronmikrosz-
kópban (1—3 ábra). A myelinizált idegrostok egyértelműen felismerhetők, 
így elemösszetételük in situ vizsgálható. A következő elemek: Na, Mg, P, S, 
Cl, K, Ca és Fe voltak detektálhatok, mind az axonban, mind a myelin hü-
velyben. Azonban csak a Na, К és P volt megtalálható minden vizsgált pon-
ton, a többi elem feltehetően szekvesztrált eloszlású, amint ez más csapadékos 
módszerekkel történt vizsgálatokból ismert, például kalcium esetén (HILLMAN 

1—3. ábra. P a t k á n y n. ischiadicus elektronmikroszkópos részlete és röntgen-sugár mikroana-
lízise. 1. ábra: rögzítet len anyagból készült fagyasztva szárított , fagyasztott , ultravékony, 
festet len metszet részlete. 5 940 X . M = myel in , Á = axon. A foltok az analízis helyét jelzik. 
2. ábra: Az axon 200 másodperces, STEM üzemmódban végze t t analízisének jellemző spekt-
ruma: a háttérrel, ill. anélkül. 3. ábra: a myel in hüvely hasonlóképpen nyert jellemző spekt-

ruma. A t i tán a hordozó rostély anyagából származik 
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é s LLINAS 1 9 7 4 , OSCHMAN e t a l . 1 9 7 4 , H E N K A R T e t a l . 1 9 7 8 , D U C E é s 

K E E N 1 9 7 8 ) . 

A myel in hüvely lamellái festett készítményen látszanak csupán: rövid, 
5'-es glutáraldehides f ixálás után készült fagyasztott ultravékony metszet 
részletét mutatja a 4. ábra, amely uranyl acetáttal volt negatívan festve. 

A myel in hüvely lamellái jól kivehetők. A fagyasztott ultravékony met-
szeteken a membrán kompartmentumok tehát nein láthatók, ezért a szekvesz-
tráció vizsgálatára más metodikát alkalmaztunk. Csapadékos módszerrel vizs-
gáltuk a Ca eloszlását perifériás idegrostokban. A következő Ca-kötő helyeket 
lehetett megfigyelni, kálium-piroantimonátos fixálás után: axolemma, mikro-
tubulusok, egyes neurofilametumok és sima felszínű endoplazmás retikulum 
(5. ábra). A csapadék összetételét röntgen-sugár mikroanalízissel határoztuk 
meg (6. ábra). Az antimon L csúcsától a kalcium К vonala nem különíthető 
el egyértelműen, ezért még az analízis elvégzése után is kétséges lehet a csapa-
dék kalcium tartalma (ugyanis a kálium-piroantimonát nem szelektív csapa-
dékos eljárás, nátriummal, magnéziummal, mangánnal, cinkkel és hisztonok-
kal egyaránt csapadékot alkot). Ezért 20 mM EGTA-val kezeltük a metsze-
teket, így a reakció specifitását kalciumra vonatkozóan kontrolláltuk (DAVIS 
•et al. 1979); a kezelés után csapadék n e m volt megfigyelhető az idegrostban 

4. ábra. P a t k á n y n. ischiadicus elektronmikroszkópos részlete. 5 perces 2,5%-os glutáraldehides 
fixálás u t á n készített fagyasz to t t u l travékony metszet , uranil acetáttal 1 percig fe lülfestve. 

125 ООО X , M = myelin, A = axon, m = mitokondrium 
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5 — 7 . ábra. Kálium-piroantimonáttal tör tént f ixálás u tán készített elektronmikroszkópos 
fe lvéte l és röntgen-sugár mikroanalízissel kapot t spektrum béka n. ischiadicusról. 5. ábra: 
Kál ium-piroantimonát rögzítés után készül t festett metszet részlete. 13 300 X , M = myelin, 
A = axon. 6. ábra: a csapadék elem-összetétele, röntgen-sugár mikroanalízissel, a háttérrel, 
i l letve anélkül. A réz csúcs a hordozó rosté lyból származik. 7. ábra: Kálium-piroantimonáttal 

f ixált , festet len metszet részlete EGTA kezelés után. 32 ООО X 

(7. ábra). További kísérleteket tervezünk a perifériás idegrostok kalcium 
kötő helyei funkcionális jelentőségének tisztázására. Eddigi eredményeinket 
részben ismertettük hazai, illetve nemzetközi konferenciákon ( J o ó és TÓTH 
1975 , TÓTH 1978) . 

1.2. Szinaptoszomák elemösszetételének vizsgálata 

Patkány agykéregből H A J Ó S (1975) módszerével preparáltunk szinap-
toszomát. A szinaptoszoma frakcióból a következő módon készítettünk kene-
teket: a frakciót Eppendorf 5412 asztali centrifugával tovább ülepítettük 
5 percig tartó 15 000 g alkalmazásával, majd az üledéket formvar hártyás 
elektronmikroszkópos rostélyra terítettük polírozott nikkel rúddal. Végül 
széngőzölés után vizsgáltuk az elektronmikroszkópban. A festet len készít-
ményen is relatíve jól felismerhetők a szinaptoszomák (8. ábra). A funkcioná-
lis változásokat próbáltuk nyomon követni a szinaptoszomák elemösszetételé-
nek D E B E L L E R O C H E és B R E D F O R D (1972) szerinti elektromos ingerlés után 
történő vizsgálatával. Ingerlés hatására a foszfortartalomra vonatkoztatott 
szinaptoszomális kálium tartalom csökkent (9—10. ábra). 
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8—10. ábra. Szinaptoszómából készült elektronmikroszkópos kenet részlete, festetlen prepa-
rátum. A nyíl a szinaptikus rést jelzi. 72 ООО X . 9. ábra: ingerelt szinaptoszóma energia spekt-
ruma. 10. ábra: Kontroll szinaptoszóma energia spektruma. Az analízis idő úgy volt meg-

választva, hogy a foszfortartalom azonos legyen (400, illetve 2000 másodperc) 

2. Máj szövet elemösszetételének vizsgálata 

Patkánymájból Takay módszerrel készítettünk elektronmikroszkópos 
keneteket. Meglepő módon minden fixálás, kontrasztozás nélkül a májsejtek 
rendkívül részletdiís, egyértelműen azonosítható elektronmikroszkópos képet 
adtak (11. ábra). Minden kétséget kizáróan felismerhetők a sejtmagok és a 
mitokondriumok. Az eletronmikroszkópos kenet egészen hasonló a rögzítetlen 
májból készült festet len, fagyasztott ultravékony metszethez (12. ábra). 
A kenetek felszínének simaságát aranygőzölés után történő scanning elektron-
mikroszkópos vizsgálattal bizonyítottuk. Fénymikroszkópos dimenzióban 
1%-os toluidinkékkel megfestett, az elektronmikroszkópos kenetkészítéssel azo-
nos módon készült kenetek vizsgálatával győződtünk meg arról, hogy ezzel a 
preparálással a májsejtek megőrzik integritásukat, bár a sejtek májszövetre 
jellemző, gerendázatszerű elhelyezkedése nem látható. A kenetek elektron-
mikroszkópos tanulmányozásával kitűnt , hogy a mitokondriumok 70%-a sötét, 
átlagosan 1000 Á átmérőjű elektrondenz szemcséket tartalmaznak. A hagyo-
mányosan készült elektronmikroszkópos metszeteken is megfigyelhetők szem-
csék a mitokondriális mátrixban, azonban sohasem ilyen nagy számban. A 
szemcsés mitokondriumok röntgen-sugár mikroanalízise azt mutatta , hogy 
ezek Na, Mg, P, S, К és Ca tartalmúak. A szemcsétlen mitokondriumok kalci-
umot nem tartalmaznak. A mitokondriális szemcsék röntgen-sugár mikroanalí-
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zisével két típusú szemcse különíthető el, elemösszetételük alapján: 1. P, 
Ca, К , Mg; 2. P, Ca, К , Mg, S. 

Az individuális mitokondriumok in situ vizsgálatára más módszerrel 
nincs lehetőség. Ismeretes azonban, hogy az izolált mitokondriális granulumok 
különböző kationokat és anionokat tartalmaznak ( W E I N B A C H és V O N B R A N D 

1965). 
Miután az elektronmikroszkópos kenetek morfológiai és röntgen-sugár 

mikroanalitikai értékelhetőségéről meggyőződtünk, arra a kérdésre kerestük a 
választ, hogyan követhető nyomon egy funkcionális-morfológiai változás ezzel 
a feldolgozási módszerrel. Kísérleteinkben mindkét nemű, albino patkányoknak 
0,25 ml/kg széntetrakloridot adtunk i. p. Akut mérgezést követően megfigyel-
hető az endoplazmás retikulum széttöredezése, a rER ciszternáinak vakuoli-
zációja, degranulációja, valamint a szabad riboszomák számának növekedése 
( R E Y N O L D S 1963). Hasonló elváltozást figyeltünk meg a konvencionális 
elektronmikroszkópos metszeteken, 2, 4, 6 órával a mérgezés után. Ezek az 
elváltozások 6 órás mérgezés után voltak a legkifejezettebbek. A hagyományos 
preparálással párhuzamosan készített keneteken a következő jelenség vol t 
megfigyelhető: a mitokondriumok 80%-a szemcséket tartalmazott , és a szem-
csék nagysága átlagosan 2000 Á volt 2 órával a mérgezés után (13. ábra). A 

11—12. ábra. Májszövet e lektronmikroszkópos részlete i . 11. ábra: e lektronmikroszkópos ke-
ne t , fes tés nélküli preparátum. 9 500 X , N = s e j tmag , m = mi tokondr ium. 12. ábra: Rögz í -

te t len májszövetből készült fagyasz to t t u l t r a v é k o n y metszet, f e s t é s nélkül. 5 900 X 
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13 —15. ábra. Májszövetből készül t e lektronmikroszkópos kenetek és a röntgen-sugár mikro' 
analízissel kapott energia spektrum. 13. ábra: 2 órával széntetraklorid mérgezés után k é s z ü l t 
kenet . 10 000X- 14. ábra: 6 óráva l széntetraklorid mérgezés u tán készül t kenet. 12 0 0 0 X . 
15. ábra: egy szemcse röntgen-sugár mikroanalízisével STEM ü z e m m ó d b a n kapott spektrum. 

A rézcsúcs a hordozó rosté lyból származik 

mérgezés 6. órájában már minden mitokondrium szemcséket tartalmazott 
(14. ábra). A szemcsék nagysága néhány mitokondriumban elérte a 2500—3000 
Á-öt is. E g y - e g y szemcse röntgen-sugár mikroanalízisével kimutatható v olt, 
hogy igen nagy mennyiségben tartalmaznak P-t , K-ot, Ca-ot, Mg-ot (15. ábra). 
A szemcsék között i mátrixban P, K, Ca, S, Mg volt detektálható. A kapott 
eredményeket összehasonlítva a kontroll kenetek mitokondriumainak elem-
összetételével, azt találtuk, h o g y a szemcsétlen initokondriumok elemei össze-
tételükben n e m változtak a kezelés hatására. A szemcsés mitokondriumokban 
ezzel szemben a kezeléssel párhuzamosan megnövekedett a szemcsék elsősor-
ban P és Ca, valamint Mg és К tartalma is. A mitokondriális mátrixban a ke-
zelés hatására Ca és Mg je lent meg. Az összehasonlítás az azonos paraméterek-
kel végzett analízissel nyert impulzus értékekre vonatkozó, szemikvantitat ív 
adat. 

T H I E R S és munkatársai ( 1 9 6 0 ) izolált mitokondriumokban lángfotomet-
riás meghatározással sz intén kimutatták a mitokondrium Ca és P tartal-
mának növekedését széntetraklorid adását követően. 

Mivel a kenetek analízisével a funkcionális-morfológiai változások kö-
vethetőek vo l tak , megpróbálkoztunk biopszia során emberi májból nyert 
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kenetek analízisével. A röntgensugár mikroanalízis kezdetben nem v o l t ér-
tékelhető, mert a percutan tűbiopszia (MENGHINI) során fiziológiás sóolda-
tot használtak. Ha a mintavétel után a májszövetet 5%-os glükóz oldattal 
kimostuk, az analízis értékelhető volt. A mitokondriumok elemösszetétele, 
P, K, S, a citoplazmában P, S, K, Ca, Fe vol t kimutatható. 

Fenti eredményeinket hazai konferencián részben ismertettük (TÓTH és 
mtsai 1977). 

3. Granulocitáfc röntgen-sugár mikroanalízise 

Fehérvérsejtekből a szinaptoszomához, illetve a májszövethez hasonló 
módon elektronmikroszkópos keneteket készítettünk. A fehérvérsejtek kis ré-
sze megőrzi eredeti alakját, éppúgy mint a fénymikroszkópos keneteken. Célul 
tűztük ki, hogy ezt az egyszerű, gyors, és könnyen reprodukálható módszert 
granulociták elemösszetételének vizsgálatára alkalmazzuk, krónikus granuloci-
tás leukémiás (CGL) betegekben. Hat CGL-es férfi és nőbetegtől vénásan levet t 
natív, illetve esetenként alvadásgátolt vérből centrifugálás után készítettünk 
elektronmikroszkópos keneteket . A keneteket széngőzöléssel stabilizáltuk, 
más előkészítési módot nem alkalmaztunk. Elektronmikroszkóposán a sejtek 
jól vizsgálhatók, a sejtmag és a citoplazma jól elkülöníthető (16. ábra). A kü-
lönböző érési alakok a sej tmag alakjának megfelelően azonosíthatók. A 17, 
illetve a 18. ábra CGL-es elektronmikroszkópos kenet egyetlen granulocitájá-
nak jellemző energia spektrumát mutatja. Mind az egészséges, mind a CGL-es 
fehérvérsejtekben Na, P, K , Cl, S, Ca v o l t detektálható a sejtmagban és a 
citoplazmában. összehasonlítottuk a sejtmag/citoplazma elemarányait, azonos 
sejten belül: kontroll, f iatal CGL-es és szegment-CGL-es fehérvérsejtekben. 
Az összehasonlítás alapja az azonos paraméterekkel nyert impulzus értékek. 
Az összehasonlítás eredményeképpen a CGL-es betegek granulocitáinak mag-
jában a P tartalom jelentős csökkenését f igye l tük meg a citoplazmához képest . 

A továbbiakban a most röviden ismertetett gyors és könnyen reprodukál-
ható módszerrel vizsgálatokat szeretnénk végezni haematológiai beteganyagon. 
Különösen kíváncsiak vagyunk arra, hogy a klinikumban általánosan használt 
citosztatikus szerek alkalmazása mennyiben változtatja meg a fehérvérsejtek 
elemi összetételét. Eredményeinket részben ismertettük hazai konferencián 
( T Ó T H és mtsai 1978). 

A röntgen-sugár mikroanalízis a biológiailag fontos elemek intracellulá-
ris vagy transzcelluláris transzlokációjának vizsgálatára legalkalmasabb mód-
szer, különösen ha az adatok kiértékelése kvanti tat ív módon történik. A kvan-
t i tat ív kiértékelés alapja a csúcs/háttér arány, azaz a mintából származó karak-
terisztikus röntgen-sugárzás és fékezési sugárzás aránya ( H A L L 1 9 7 1 ) . A 

pontos kvant i tat ív analízis végzéséhez speciális, erre a célra tervezett, v a g y 
átalakított analitikai elektronmikroszkóp szükséges, az elektronáram pontos т е -
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16 —18. ábra. K r ó n i k u s granulocitás leukémiás b e t e g granulocitáinak e lektronmikroszkópos 
kene te és röntgen-sugár mikroanalízise. 16. ábra: Elektronmikroszkópos kenet rész le te , 
festet len kész í tmény . A denz fol tok a STEM ü z e m m ó d b a n végzett anal íz is helyei. 10 ООО X . 
17. ábra: a se j tmag jellemző elemösszetétele. 18. ábra: a citoplazma j e l l emző elemösszetétele . 

N = s e j t m a g , С = c i toplazma. A rézcsúcs a hordozó rostélyból származik. 

résének lehetőségével. Az adatokat a számos figyelembe veendő paraméter mi-
at t célszerű komputerrel feldolgozni. Ideális esetben 10%-os pontossággal v izs-
gálható az e l emek kvantitatív megoszlása (SCHUMAN et al. 1976), elsősorban 
fagyasztott ultravékony metszeteken (SOMLYO et al. 1979), illetve megfele lő 
paraméterek alkalmazásával ez a pontosság fokozható ( J Á N O S S Y és mtsa i 
1979). Elektronmikroszkópunkhoz adaptálva, a Hall módszertől eltérő ala-
pon kidolgoztunk egy kvant i tat ív kiértékelési módszert, m e l y e t a továbbiak-
ban biológiai mintákon szeretnénk alkalmazni (KESZTHELYI és T Ó T H 1979). 
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MITCHELL KEMIOZMOTIKUS ELMÉLETE 
A MITOKONDRIÁLIS ION-TRANSZPORT 

FOLYAMATOK TÜKRÉBEN* 

LIGETI ERZSÉBET 

Semmelweis OTE Klinikai Kísérleti Kutató és IE sz. Élettani Intézet , Budapest 

Az 1940-es évektől a sejtbiológiai ismeretek szaporodásával egyre inkább 
előtérbe kerültek a mitokondriumokban és más biológiai membránokban zajló 
energia-átalakító folyamatok. A fő probléma: a szubsztrátok oxidatív lebon-
tásából származó energia hogyan alakul át magas energiájú kémiai kötéssé, 
azaz ATP-vé? Kezdetben a glikolízis során végbemenő, szubsztrát-szintű 
foszforilációhoz hasonló, t isztán kémiai mechanizmust tételeztek fel (SLATER 
1953). Eszerint a légzési lánc valamelyik tagjából magas energiájú vegyület 
keletkezik, amelyről egy v a g y több intermedieren keresztül végülis ADP-re 
kerül át a magas energiájú kötés. Ezen időszakban a kutatások főként magas 
energiájú, kovalens kötéseket tartalmazó közti termékek kimutatására irá-
nyultak. Részben ezen próbálkozások sikertelensége vezet te Mitchellt arra 

1. ábra. A Mitchell-teória támogató i (fekete téglalapok) és ellenzői (üres téglalapok) MITCHELL 
1976 nyomán 

* A I X . Membrán Transzport Konferencián 1979. május 15 — 18 k ö z ö t t Sümegen e lhang-
zott előadás. 
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hogy alapjaiban új mechanizmust keressen. Kemiozmot ikus elméletében a 
légzési lánc és az ATP szintézis közötti kapocs nem egy kémiai vegyüle t , 
hanem a membrán két oldala között kialakuló elektrokémiai potenciál-különb-
ség. Ez vol t az a merőben új gondolat, amely olyan sok v i tát váltott ki, s 
amelyet — mint az 1. ábra mutat ja — csak igen lassan fogadtak el a kutatók . 
S bár az utóbbi években az elmélet alapjait már senki sem kérdőjelezte meg, a 
részletes elképzelés körül — mint a későbbiekben látni fogjuk —- továbbra is 
élénk vi ta folyik. 

A kemiozmotikus elmélet lényege 

Az első közleményben (MITCHELL 1961) 4 postulátumban foglalta 
össze az e lméletet . 

1. A mitokondrium belső membránjában egy anizotrop ATP-áz rend-
szer foglal he lyet , amelynek akt ív centruma H + ionok számára csak a membrán 
egyik oldala felől megközel í thető, O H - ionok számára viszont csak a másik 
oldal felől. í g y az enzim működésével kapcsolatban H + vándorlás jön létre 
a membrán által e lválasztott két vizes fázis között , ami H elektrokémiai 
potenciál-különbség kialakulásához vezet . Ez egyben azt is jelenti, hogy az 
enzim működésének irányát a két vizes fázisban fennálló H + elektrokémiai 
aktivitás aránya fogja meghatározni. M I T C H E L L 1961 számításai szerint 
ahhoz, hogy az A T P / A D P arány 1 legyen, a membrán két oldala közöt t 7 
egység pH-különbségnek v a g y 420 mV membránpotenciálnak kell kialakulnia 
(ezen számításokhoz az anorganikus foszfát koncentrációját 10 MM-nak vet te) . 

2. A membránban elhelyezkedő oxido-redukciós rendszer (a légzési lánc) 
miközben a szubsztrátból származó elektronokat az oxigénhez jut tat ja el, 
egyidejűleg H + - k a t mozgat a membránon keresztül, s így H + elektrokémiai 
potenciál-különbséget alakít ki a két vizes fázis között. 

3. A membrán ion-transzlokátorokat is tartalmaz, amelyek 1:1 arányú 
H~-kat ion v a g y O H - - a n i o n kicserélést végeznek. Ezek működése a fennálló 
pH-különbség csökkenését és a membrán-potenciál növekedését eredményezi . 

4. Az előbbi 3 rendszer töltött részecskék számára igen alacsony permea-
bilitású membránban foglal helyet. Ha a membrán H + -permeabilitása foko-

Rövidítések 

A T P — adenozin-trifoszfát 
A D P — adenozin-difoszfát 
ULM — black lipid membrane 
BM — n-buti l -malonát 
D N P — 2,4-dinitrofenol 
DTT — dithiothreitol 
FCCP — p-trif luormetoxi(karbonilc ianid)feni lhidrazon 
N A D — nikot insavamid-adenin-dinukleot id 
N E M — N-et i lmaleimid 

T M P D — N, N , N', N' - te tramet i l - lH-feni lendiammoniuindiklor id 
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zódik, a rendszer hatékonysága romlik és szétkapcsolás jön létre. Ezt lipid-
oldékony reagensek (pl. D N P ) okozhatják, amelyek H + vagy O H - ionok 
ekvilibrálódását teszik lehetővé a membránon keresztül. 

A kemiozmotikus elmélet alapján érthető, miért vol tak sikertelenek a 
magas energiájú intermedierek kimutatására irányuló kísérletek. Legnagyobb 
előnye azonban, hogy megmagyarázza, az oxidatív és a fotoszintetikus foszfori-
láció miért kötött membrán struktúrához. 

M I T C H E L L 1961-ben az egész teóriát elméleti megfontolásokra alapozta, a 
kísérleti bizonyítás több, mint 10 évig tartott . Néhány alapvető kísérleti adat 
birtokában ( M I T C H E L L és M O Y L E 1965) 1966-ban részletesebb formában is 
kifejtette elképzeléseit (MITCHELL 1966), amelyben már az oxidoredukciós 
lánc H+-transzlokáló működésének mechanizmusára is kitért . A légzési lánc 
— a 2. ábrán látható módon — két részből állna: egy H- t transzportáló (R) 
és egy elektront transzportáló (М) összetevőből, amelyek a membránban hur-
kot képeznek. A H-karrier tehát a membrán belső oldalán átvesz 2 H atomot 
az oxidálandó szubsztráttól. A külső felszín közelében 2 elektront átad a légzé-
si lánc következő, elektront szállító tagjának, 2 H + iont pedig kipumpál a 
initokondriumon kívüli térbe. Önmaga oxidált állapotban visszatér a membrán 
belső felszínére. Az elektron-karrier viszont a belső felszín közelében adja át a 
2 elektront az oxigénnek és oxidált állapotában a külső felszín felé halad. Vég-
eredményben 2 H + tűnt el a belső térből, és 2 H + jelent meg a mitokondriumon 
kívüli térben. A folyamat közben 1 molekula ATP termelődik. A 3. ábra mu-
tatja ezt az elképzelést az egész légzési láncra alkalmazva. Látható, hogy N A D -
függő szubsztrát esetén (ЗА ábra) a légzési lánc 3 hurkot képez, s miközben 
2 elektront juttat el a szubsztrátról az oxigénre, összesen 3 x 2 = 6 H + - t 
pumpál ki és 3 molekula ATP-t szintetizál. Szukcinát szubsztrát esetén (3B 
ábra) viszont csak 2 hurkot képez és összesen 4 H + jelenik meg a külső térben, 
miközben 2 molekula A T P keletkezik. A légzési lánc H + - transzportáló műkö-
désének ezen elképzelése a „hurok-teória", amelynek lényege tehát, hogy 2 
elektron végighaladása a szubsztráttól az oxigénig hurkonként 2 H + kipumpá-
lásával jár együtt . Egy hurok tulajdonképpen 1 molekula ATP szintézisének 
megfelelő energiát biztosít, tehát ez ún. magas energiájú hely — angol kifejezés-
sel „site" — , rövidítve 

Mitchell elképzelése szerint az ATP-áz rendszer hasonlóan szigorú 
sztöchiometriával, de a légzési lánccal ellentétes irányban működik. Tehát 
amennyi H + jelenik ineg a szubsztrát-oxidáció során a külső térben, ugyanannyi 
kerül vissza az ATP-áz rendszeren keresztül az ATP szintézise során. Fennáll 
tehát a következő egyenlőség: 

ATP H+/Q  
О ~~ H+/ATP 
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V2 02 + 2H + 

2. ábra. A transzmembrán H + - transzport Mitchell-féle hurok-teóriája. MITCHELL 1966 nyomán 

3. ábra. A mitokondrium légzési lánca a hurok-teória alapján. GREVILLE 1969 nyomán 

A H + / ~ = 2 arány feltételezése egyben azt is jelenti, hogy Mitchell 
számításai szerint az A T P / A D P = 1 arány eléréséhez a membrán két oldala 
közötti 3,5 egységnyi pH-különbség vagy 210 mV membrán-potenciál kialaku-
lása is elegendő. 
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A kemiozmotikus elmélet bizonyítékai 

1. A H+ -transzlokáló ATP-áz rendszer 

к.ъ ATP lebontás során történő H -vándorlást elsőként MITCHELL mér-
t e meg (MITCHELL és M O Y L E 1965). Kis mennyiségű ATP hozzáadása után 
a külső közeg pH-változását regisztrálták. Négy kísérlet átlagában — bonyo-
lult korrekciók után — úgy találták, hogy 1 molekula ATP elbontása során 
1,88 H + jelenik meg a külső környezetben, tehát а H+/ATP arány kerekítve 
2 volt. 

2. A légzési lánc H+ -transzportáló működése 

Ezen a téren szintén MITCHELL közölte az első kísérleteket (MITCHELL és 
MOYLE 1965, 1967b). Anaerob, szubsztrátot tartalmazó mitokondrium-szusz-
penzióhoz kis mennyiségű oxigént adtak, és mérték a külső közeg pH-válto-
zását (4. ábra). A kezdeti gyors savanyodás a légzéssel kapcsolatos H + - k i -
pumpálásnak, az ezt követő lassú lúgosodás pedig a membránon keresztül 
történő fokozatos H+-visszaáramlásnak felel meg. Az ordinátán már a H + / 0 
érték is fel van tüntetve, /З-hidroxibutirát szubsztrát esetén ez 5,45 volt (4A áb-
ra). A kezdeti H+ -visszaáramlást is korrekcióba véve 16 kísérlet átlaga 5,90 
4: 0,33. Szukcinát szubsztráttal a H + / 0 érték 4,07 4: 0,11. А 4C ábra ugyanezt 
a kísérletet mutatja Triton X-100 detergens jelenlétében, tehát elroncsolt 
membrán struktúrán, aliol az oxigén hozzáadása nem okoz pH-változást . 
Mivel 1 atom oxigén elhasználásával /?-hidroxibutirát esetén 3, szukcinát 
esetén 2 molekula ATP termelődik, a arány mindkét szubsztrátnál 
2. Tulajdonképpen ezekre a kísérletekre alapozta Mitchell a hurokteóriát. 

0,02 

x 0,01 > 
О. X 1 

< < 
I 

0,00 о --

200sec 

\ 
C, 

4. ábra. Oxigén hatására létrejövő mitokondriál is H + - e j e c t i o . A közeg tarta lmaz: a. s zubsz t -
rátot , b. szubsztrátot és szétkapcsoló szert, c. szubsztrátot és Triton X —100 detergenst . 

MITCHELL and MOYLE 1965 nyomán 
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S K U L A C H E V és munkacsoportja b izonyí tot ta be, hogy mind szubsztrát-
oxidáció, mind ATP-hidrolízis során izolált mitokondriumokban és szubmito-
kondriális part ikulumokban egyaránt kialakul membrán-potenciál (GRINIUS 
et al. 1 9 7 0 , B A K E E V A et al. 1 9 7 0 ) . Kémiai lag igen különböző szerkezetű, 
szintetikus l ipid-oldékony kationok és anionok felvételét mérték. A mitokondri-
um membrán energizálása (bármilyen ox idálható szubsztráttal , vagy ATP-ve l ) 
kation-felvételt és a külső közeg savanyodását eredményezte , i lyenkor az 
előzetesen akkumulált anion leadása is megtörtént. Deenergizálás (a légzés 
gátlása, v a g y ol igomycin adása ATP-energizálás esetén, vagy szétkapcsoló 
anyag jelenléte) mindezeket a fo lyamatokat megfordítja. Szubmitokondriális 
partikulumokban az energizálás anion-felvételt és a közeg lúgosodását okozza 
— összhangban avval, h o g y ezen részecskék membránja az intakt mitokond-
riumhoz képest ki van fordítva. Mindkét kísérleti objektum esetén csak az 
ion töltése vo l t lényeges, igen különböző kémiai szerkezetű ionokkal reprodukál-
hatók voltak a jelenségek. Tehát az energizálás hatására a membrán két oldala 
között kialakuló elektromos potenciál-különbség az ion-felvétel hajtóereje. 

A szintet ikus kat ionok légző mitokondriumokon ugyanolyan hatásokat 
hoztak létre, mint amit korábban már CA 2^-felvétel ( C H A N C E 1 9 6 5 ) , ill. 
val inomycinnel indukált K + - a k k u m u l á c i ó (összefoglalva P R E S S M A N 1 9 7 6 ) 

során leírtak: átmeneti légzésfokozódás és NADH-ox idác ió , egyidejű H + -
ejectio és permeáló anion jelenlétében duzzadás. Ez v i szont arra enged köve t -
keztetni, hogy a természetes és a szintetikus kationok fe lvéte le hasonló mecha-
nizmussal m e g y végbe. 

A H + elektrokémiai potenciál-grádiens két összetevőjét — a pH-kü-
lönbséget és a membrán-potenciált — először M I T C H E L L próbálta megmérni 
(MITCHELL és M O Y L E 1 9 6 9 ) — erősen indirekt módszerekkel. A későbbi 
években f i n o m a b b technikák terjedtek el mind a /IpH, mind a membrán-po-
tenciál mérésére ( R O T T E N B E R G 1 9 7 5 ) . Bár az abszolút értékek az egyes 
szerzőknél jelentősen eltérnek, abban megegyeznek a közlemények, hogy 
légző mitokondriumban 100 mV nagyságrendű, belül negatív membrán-po-
tenciált és 0 , 3 — 0 , 8 egységnyi p l l -különbséget (kívül savanyú) ta lá l tak. 

3. Ion-karrierek a mitokondrium membránjában 

Az 1960-as évek második felében egymás után írták le a különböző 
ion-transzportáló rendszereket a mitokondrium membránban: a foszfát 
karriert ( F O N Y Ó és B E S S M A N 1 9 6 8 , F O N Y Ó 1 9 6 8 , T Y L E R 1 9 6 8 , T Y L E R 1 9 6 9 ) , 

a di- és a trikarboxilát karriert ( C H A P P E L L és H A A R H O F F 1 9 6 7 , M E I J E R 1 9 7 1 ) , 

az adenin-nukleotid karriert ( B R U N I 1 9 6 6 , C H A P P E L L és CROFTS 1 9 6 5 , össze-
foglalva F O N Y Ó et al. 1 9 7 6 ) . Ezek mind kicseréléses diffúziót végeznek, a 
következő specificitással: 
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foszfát-karrier H 2 POU — О Н -

kicserélés 
Н 2 Р 0 4 - — Н 2 Р О Г 

dikarboxilát-karrier dikarboxi lát 2 - — dikarboxi lát 2 -

dikarboxi lát 2 - — HPO4"" kicserélés 

trikarboxilát-karrier tr ikarboxi lát 2 - — tr ikarboxi lát 2 -

tr ikarboxi lát 2 - — dikarboxi lát 2 -

adenin nukleotid-karrier A D P 3 - — A T P 4 - kicserélés 

Érdemes megfigyelni , hogy a foszfát-karrier működésével a foszfát transzport 
irányába még egy H + transzportja is történik ( H O E K et al. 1 9 7 1 ) , az adenin 
nukleotid-karrier működése pedig egy elektromos töltést mozgat a membránon 
keresztül ( L A N O U E et al. 1 9 7 8 , K L I N G E N B E R G és R O T T E N B E R G 1 9 7 7 ) . A többi 
karrier nem okoz sem elektromos, sem pH-változást a membrán két oldala 
között . 

4. Az alacsony permeabilitású membrán 

A mitokondrium membrán H + -permeabi l i tását először M I T C H E L L mérte 
meg ( M I T C H E L L és M O Y L E 1967a): légzés-gátolt mitokondrium szuszpenzió 
pH-ját regisztrálta, s kis adag savval vagy lúggal létrehozott pH-változás 
lassú lecsengéséből számította a membrán H + -kondukt iv i tását . p H = 7,2-nél 
0,45 pohm/cm2 értéket kapott , ami az ismert természetes membránok közül 
messze a legalacsonyabb. 

Másrészt a szétkapcsoló anyagok hatását tanulmányozták. M I T C H E L L 

és M O Y L E 1967a mérései szerint D N P valamint FCCP mintegy 10—15-szörö-
sére fokozta a mitokondrium membrán H + -kondukt iv i tásá t . А 4B ábra is 
mutatja , hogy FCCP szétkapcsoló jelenlétében alkalmazva az oxigén-pulzust, 
lényegesen kisebb pH-változást tapasztalunk, a lecsengés fázisa viszont je-
lentősen gyorsabb. 

Mások mesterséges lipid membránokban vizsgálták a szétkapcsoló anya-
gok hatását, és az elektromos vezetőképesség fokozódását észlelték (CHAPPELL 
és H A A R H O F F 1 9 6 7 , B I E L A W S K I et al. 1 9 6 6 , T I N G et al. 1 9 7 0 ) amelyet a 
H "-permeabilitás növekedésével lehetett magyarázni ( H O P F E R et al. 1 9 6 8 ) . 

S K U L A C H E V et al. 1 9 6 7 még korrelációt is talált A H + -permeabiI i tást fokozó 
és a szétkapcsoló hatás között . 

Látjuk tehát , hogy M I T C H E L L mind a négy posztulátuma az évek folya-
m á n igazolódott, mindaz, amit 1961-ben elméleti megfontolások alapján írt 
le, kísérletes bizonyítást nyert . 
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Viták a H+1~ sztöchiometria körül 

A MITCHELL á ltal mért ( M I T C H E L L és M O Y L E 1965, 1967b) majd 
a btirok-teóriába bei l lesztett H + / ~ = 2 arány körül az utóbbi években igen 
élénk v i t a alakult ki . 

A szerzők egy része termodinamikai megközelítésből indul ki (SLATER 
e t a l . 1 9 7 3 , NICHOLLS 1 9 7 4 , 1 9 7 7 , W I E C H M A N N e t a l . 1 9 7 5 , R O T T E N B E R G 

1 9 7 5 ) . Megmérték a mitokondrium belső membránjának két oldala között 
k ia lakuló H + e lektrokémiai potenciál-különbséget (/1/ÍH+) v a l a m i n t ugyan-
ezen körülmények k ö z ö t t az A D P , A T P és az anorganikus foszfát koncentrá-
c ió já t , ez utóbbiakból számították az ATP-szintézishez szükséges szabad-
energia változást (a foszforilációs potenciált) . Ú g y találták, h o g y 2 H + / ~ 
arányt feltételezve, a létrejött nem biztosí t ja az ATP-szintéz ishez 
szükséges energiát. 

A kutatók más ik része az ion-transzport fo lyamatok v izsgálata alapján 
v o n t a kétségbe a = 2 sztöchiometriát . E vizsgálatok n a g y részét LEH-
N I N G E R munkacsoportja közölte. 

B R A N D et al. 1976b negisméte l ték MITCHELL méréseit (MITCHELL és 
M O Y L E 1965, 1967): anaerob mitokondrium-szuszpenzióhoz ox igént adtak, 
és mérték a külső közeg pH-vá l tozását (5. ábra). A légzés során történő 
H -kipumpálás azonban csak akkor mérhető he lyesen a külső közeg pH-vál -
tozása alapján, ha minden más, H + - m o z g á s s a l kapcsolatos f o l y a m a t o t ki-
küszöbölünk. A foszfát-karrier már említett sajátsága (H,PO^~ — OH~ ki-
cserélés) miatt kezdték az eml í tet t szerzők az anorganikus foszfát szerepét 
v i z s g á l n i a H + / ~ meghatározásban. Az 5. ábra görbéi oxigén-pulzus u tán 
ész le lhető pH-vál tozás t mutatnak működő (5A és 5B) és NEM-del gátolt 
(5C és 5D) foszfát-karrier esetén. A regisztrátumon is látható, hogy С és D 

5. ábra. Oxigén hatására létrejövő mitokondriá l i s H + - e j e c t i o . A, B: m ű k ö d ő foszfát-karrier, 
C, D: N E M - d e l gátolt foszfát-karrier. BHAND et al. 1976b n y o m á n 
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0. ábra. A H + / s i t e arány а fogzfát-karrier akt iv i tásának függvényében . BRAND et al. 1976b 
n y o m á n 

görbék magasabbak, mint A és В görbék, tehát ugyanannyi oxigén hozzáadása 
u tán N E M jelenlétében több H + megjelenése mérhető az extramitokondriális 
térben. A kezdet i H + -v i s szaáramlás t is korrekcióba v é v e A és В esetben a 
H ~ / ~ = 2, С és D esetben viszont H + / ~ = 3. Meggyőző a 6. ábrán látható 
kísérletük: a foszfát-karriert mersalyllal , ill. NEM-de l titrálták, és mérték a 
H + / ~ (H~/ s i t e ) arány változását , amely fokozatosan emelkedett 2-ről 3-ra. 
A titrálás megfelel a foszfát-karrier más rendszerekben közölt t itrálási görbéjé-
nek ( F O N Y Ó et al. 1975). B R A N D et al. 1976b azt is megmérték, hogy a 
mitokondriumok anaerob körülmények között (így pl. a preparálás és a kísér-
let elvégzése között i tárolás idején) foszfát- tartalmuk igen jelentős részét el-
veszt ik , majd a légzés megindulásakor visszaveszik. Tehát foszfát-mentes 
médiumot használva is mindig jelen v a n bizonyos mennyiségű, a mitokondriu-
mokból származó anorganikus foszfát . 

R E Y N A F A R J E et al. 1 9 7 6 v i szont aerob mitokondrium szuszpenzióban 
szubsztrátta l indí tot ta a légzést és egyidejűleg mérte a külső közegben az 
o x i g é n tenzió és a H + - k o n c e n t r á c i ó vál tozását (7. ábra). A görbék kezdeti , 
l ineáris szakaszainak sebességéből számoltak. Foszfát-mentes médiumban, 
m ű k ö d ő foszfát-karrier esetén (7a ábra) H + / ~ = 2; 0,5 mM fosz fátot tartal-
mazó médiumban működő foszfát-karrier esetén az érték 0,5 (7b ábra); gátolt 
foszfát-karrier mel lett azonban = 4 (7c ábra). N e m t i sz tázot t , hogy a 
két fa j ta kísérlet (a légzés oxigénnel, ill. szubsztráttal va ló indítása) közöt t mi 
a különbség, és miért kaptak aránynak az egy ik esetben maximál i san 
3-at, a másik esetben pedig 4-et . Az azonban világos mindkét fajta kísérletből, 
hogy a légzéssel egyidejűleg történő foszfát-fe lvétel meghamisí t ja — csökkenti 
— a mért H + / ~ arányt . Továbbá az is nyi lvánvaló , hogy a foszfát-fe lvétel 
kiküszöbölése u tán a H + / ~ arány 2-nél több. 
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7. ábra. A H + / s i t e arány számítása az oxigén-fogyasztás és a H + -e ject io kezdet i sebessége 
alapján, a ) a közeg nem tartalmaz kívülről bev i t t foszfátot , b) 0,5 mM anorganikus foszfátot 
tartalmaz a közeg, c) 0,5 mM anorganikus fosz fá to t és N E M - e t tartalmaz a közeg. REYNAFARJE 

et al. 1976 nyomán 

A továbbiakban a kation-felvétel alapján próbáltak a arányra 
következtetni. Már B A K E E V A et al. 1 9 7 0 kísérleteiből láttuk, hogy a légzés 
megindulásakor kialakuló membrán-potenciál elektroforetikus kation-felvételt 
tesz lehetővé. Ez azonban csak akkor lesz je lentős mértékű, ha permeáló, 
gyenge sav-anion is jelen van. LEHNINGER 1 9 7 4 szerint i lyenkor a p H -
különbség hatására a gyenge sav bejut a mitokondrium belsejébe, ott H -t 
disszociál le, evvel támogatja a légzési lánc H + -pumpa működését, a benn ma-
radó anion pedig a membrán-potenciált növelve jelentős mértékű kation-felvé-
telt tesz lehetővé. I ly módon a bekerült anion mennyisége tulajdonképpen a 
kation-felvétel során kipumpált H + ionok számára utal. 

B R A N D et al. 1976a a mitokondriumok kalcium és /3-hidroxibutirát 
felvételét , valamint az oxigén-fogyasztást mérték (8. ábra). Légzési szubsztrát 
szukcinát volt, a bejutó /9-hidroxibutirát oxidációját rotenonnal gátolták. 
Arra az eredményre jutottak, hogy 1 atom oxigén elfogyasztása árán 4 kalci-
um és 8 /З-hidroxibutirát anion felvétele történik. Mivel szukcinát szubsztrát 
esetén 2 magas energiájú hely működik, Ca2 + /-~ = 2, /?-hidroxibutirát/~ = 4 
és végeredményben == 4 arányt mértek. Érdemes kiemelni, hogy ezen 
mérések szerint a f e lve t t kalcium//3-hidroxibutirát arány 2, ami arra mutat , 
hogy a kalcium divalens kationként jut be a mitokondrium belsejébe. Ugyan-
erre a következtetésre jutunk A K E R M A N 1978, valamint CHAPPEL et al. 
1978 közleményéből, akik kálium-kalcium kicserélődést mérve 1 Ca2+ = 2 К 
arányt állapítottak meg. ROTTENBERG és S C A R P A 1974 pedig a membrán-
potenciált számították kálium, ill. kalcium megoszlás alapján. A kalcium 
töltését 2-nek véve , azonos értéket kaptak a kétfé le ion-megoszlás alapján. 

R E Y N A F A R J E és LEHNINGER 1 9 7 8 közleményében K + - f e lvé te l alapján 
határozták meg a arányt, így is 4-et mértek. 
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S. ábra. A mitokondriumok kalc ium és /2-hidroxibutirát f e lvé te le az oxigén fogyasztás függvé-
nyében , szukcinát szubsztrát esetén. BBAND et al. 1976a n y o m á n 

Viszont B R A N D et al. 1976a kalcium-felvételen alapuló méréseit megismé-
te lve és a kalcium-kötődést is számításba véve (NICHOLLS 1977) kalcium/ ^ = 1,5 
arány alapján a H + / ~ arány 3-nak adódott . 

Az ismertetett irodalmi adatok — mint lát juk — egymásnak sok minden-
ben ellent mondanak, egy azonban közös mindhárom kísérlettípusban (a 
termodinamikai megközelítésben, a direkt H + - k i p u m p á l á s , va lamint az ion-fel-
vé te l alapján történő mérésben): a H + / ~ értéke több , mint 2. 

MITCHELL — főként L E H N I N G E R munkacsoportjának kísérleteire reflek-
tá lva — újra megmérte a H + / ~ arányt, s továbbra is 2-nek, va lamint a foszfát-
transzporttól függetlennek találta ( M O Y L E és MITCHELL 1978). A kalcium-
felvétel sztöchiometriáját vizsgálva a k a l c i u m / H + arányt l -nek mérte, t ehát 
szerinte minden bejutó kalc ium ion csak 1 poz i t ív töltés fe lvéte lét jelenti 
( M O Y L E és MITCHELL 1977a). Az el lentmondó kísérleti tények magyarázatára 
speciális kalcium-foszfát symport mechanizmust téte lezett fel a mitokondrium-
ban (MOYLE és MITCHELL 1977b), amelyben C a ^ H P O 2 - lenne a transzpor-
tá l t forma. Ez a komplex 2 net tó pozitív töltéssel rendelkezne, s így valóban 
létrejöhetne az a helyzet, hogy 1 kalcium ion belépése csak 1 pozit ív töltés fel-
véte lé t jelentené. A továbbiakban kalcium-monokarboxilát symport mechaniz-
must is feltételeztek ( M O Y L E és MITCHELL 1977C). M O Y L E és MITCHELL 1977a 
kalc iu in /H + arány meghatározását később L E H N I N G E R technikai alapon cá-
folta ( R E Y N A F A R J E és L E H N I N G E R 1977). 

És itt kapcsolódnak saját kísérleteink az eddig részletezett gondolatkör-
höz. A mi kérdésünk ugyanis az volt :szükséges-e anion-felvétel a mitokondriu-
mok kation-felvételéhez? Ezen kérdés megválaszolásához az intramitokondriális 
foszfát szerepét kezdtük vizsgálni. 
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Az intramitokondriális foszfát-tartalom szerepe a kation-felvételben 

Régóta ismert jelenség (CHANCE 1965), hogy ha légző mitokondri-
umokhoz kalciumot vagy stronciumot* adunk, a légzés átmenetileg fokozódik, 
majd amikor a kation elfogy a közegből, az oxigén-fogyasztás visszaáll eredeti, 
alacsony értékére (9. ábra). A légzésfokozódás az aktív kation-felvétellel kap-
csolatos, és mindaddig kiváltható, amíg oldott oxigén van a közegben. Ha 
ugyanezt a kísérletet permeáló anion hiányában végezzük el (a 9. ábrán bemu-
tatott kísérletben foszfát volt az egyet len permeáló anion, ennek transzportját 
pedig mersalyllal gátoltuk), a stroncium hozzáadása sokkal rövidebb ideig tar-
tó és kisebb mértékű légzésfokozódást okoz csak. Ez esetben újabb Sr^-adag-
gal a jelenség nem ismételhető. Ha v i szont permeáló aniont adunk a rendszer-
hez (a bemutatott kísérletben a foszfát-karriert szabadítottuk fel DTT-vel) , 
az oxigén-fogyasztás azonnal fokozódik. Ugyanez a jelenség mutatható ki KCl 
hozzáadásával, ha a membránt valinomycinnel К 1 számára permcabilissá 
tesszük (10. ábra). Permeáló anion nélkül (mersalyllal blokkolt foszfát-karrier) 
KCl hozzáadása is csak igen kismértékű légzés-fokozást vált ki. 

9. ábra. Stroncium hatása a mitokondriumok oxigén-fogyasztására aktív és gáto l t (mersalyl-
lal) foszfát-karrier esetén 

* A k é t kation transzportja és a transzporttal kapcsolatosan mérhető vá l tozások te l -
jesen a z o n o s módon zajlanak le. Nagy m e n n y i s é g ű kalcium felvétele azonban strukturális 
vá l tozásokat és szétkapcsolást eredményez a mitokondriumban, míg s troncium-akkumuláció 
nem jár hasonló következményekkel . Ezért a következő kísérletek egy részében kalcium he-
lyett s tronciumot alkalmaztunk, így a k é t kat iont a továbbiakban sz inonimaként fogom 
használni. 
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10. ábra. KCl hatása val inomycin je lenlétében a mitokondriumok oxigénfogyasztására a k t í v 
és mersalyllal gáto l t foszfát-karrier esetén 

A továbbiakban a mitokondriumok endogén foszfát-tartalmát változtat-
tuk s ennek hatását vizsgáltuk a kation-felvételre, gátolt foszfát-karrier mellett 
és minden más, permeáló anion távollétében (FONYÓ és L I G E T I 1978a), 

Légző mitokondriumok a közegből bizonyos mennyiségű foszfátot vettek 
fel, így sikerült megtölteni őket. A foszfát-karrier mersalyllal történő gátlása 

1. táblázat 

Káliummal, ill. stronciuramal kiváltott extra oxigén-fogyasztás különböző endogén foszfát 
tartalmú mitokondriumokban 

Anyagok sorrendje 
Endogen 
foszfát 

(nmol/mg 
feh.) 

Ex t r a oxigén-fogyasztás 
(ngatom O/mg feh. ) 

Endogen 
foszfát 

(nmol/mg 
feh.) K + (+va l . ) Sr» + 

Valinomycin, mersalyl, szukcinát, P 19,2 2,9 5,0 

Mersalyl, szukcinát, P 22,0 3,2 7,9 

Szukcinát, P, mersalyl 33,0 4,7 10,8 

Szukcinát, P, mersalyl, A D P , 
oligomycin 20,3 3,6 6 ,5 

Mersalyl, szukcinát, P, A D P , 
oligomycin 21,2 2,7 7,0 

Mersalyl, szukcinát, P 28,5 3,5 11,3 

Szukcinát, P, mersalyl 37,0 5,0 13,2 

Szukcinát, P, mersalyl, A D P , 
oligomycin 28,0 3,9 7,7 
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után, A D P jelenlétében az intramitokondriális foszfát-tartalom egy része 
ATP-szintézishez használódik fel. A keletkezett ATP későbbi lebomlását oli-
gomycinnel gátoltuk. Ugyancsak foszfát-depléciót lehetett elérni, ha nem 
légző mitokondriumokból valinomycinnel K + -kiáramlást hoztunk létre (1. 
táblázat). Ezen módszerekkel 7,8 és 38,7 nmol foszfát/mg fehérje szélső értéke-
ket sikerült elérni, egy napi preparátumon általában 10—15 nmol/mg válto-
zást kaptunk. 

Ezután a különböző endogén foszfát tartalmú mitokondriumokban 
vizsgáltuk a kation-felvétellel járó légzésfokozódás mértékét. (Az „extra" 
oxigén-fogyasztást L E H N I N G E R 1977 alapján számítottuk, ami azt jelenti, 
hogy a stimulált légzés sebességéből levonjuk a state 4 értékét.) 

Két jellegzetes kísérletet tüntet tünk fel az 1. táblázatban. Látható, 
hogy az intramitokondriális foszfát-tartalom növelésével fokozódik mind a 
káliummal (valinomycin jelenlétében), mind a stronciummal kiváltott extra 
oxigén-fogyasztás. Bármely módon történő foszfát-depléció viszont a katio-
nokkal stimulált oxigén-fogyasztás csökkenését eredményezi. 

Több kísérlet adatait összegzi a l l . ábra. A különböző jelölések különbö-
ző napi preparátumon kapott értékeket tüntetnek fel . Lineáris összefüggést 
találtunk a stronciummal kiváltott extra oxigén-fogyasztás mértéke és az en-
dogén foszfát-tartalom között . Ezenkívül a stronciummal stimulált légzés 
sebessége is a mitokondriumon belüli foszfát-szint függvénye volt (nincs ábrá-

A valinomycin jelenlétében káliummal kiváltott extra oxigénfogyasztás 
szintén lineáris összefüggést mutatott az intramitokondriális foszfát-tartalom-
mal (12. ábra). Jelentős különbséget tapasztaltunk viszont a kétféle kationnal 
kiváltott légzés-fokozódás abszolút értékei között. Mind az 1. táblázatban, 

11. ábra. A stronciummal k i v á l t o t t extra o x i g é n fogyasztás és az intramitokondriális foszfát-
tartalom összefüggése 

zolva). 

40 

Pj ( n m o l / m g f e h é r j e ) 
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у =0,1X4-0,86 
r= 0,7504 
p<0,001 

П X Oy ü—-—-
r 0 

* 

Pj ( n m o l / m g f e h é r j e ) 

12. ábra. Kál iummal va l inomycin je lenlétében kiváltott ex t ra oxigénfogyasztás és az intra-
mitokondriális foszfát-tartalom összefüggése 

1 perc 

13. ábra. Val inomycinnel indukált kálium-felvétel kü lönböző intramitokondriális foszfát-
tarta lom esetén 

mind a regressziós egyenesek meredekségén látható , hogy Sr2 + mindig lénye-
gesen nagyobb extra oxigén-fogyasztást okozott, mint K + . Lehetséges, hogy 
a különbséget abban kell keresnünk, hogy a bejutot t Sr2+ a mátrixban bi-
zonyos mértékben oldhatatlan csapadékot képez, míg K + esetében ilyen jelen-
ség nem játszódik le. 

Felmerülhet a kérdés, hogy a kationokkal kiváltott légzés-stimulálás 
valóban aktív ion-felvételt tükröz-e? Ezt direkt, K - - e lektródos mérésekkel 
igazoltuk ( L U K Á C S G., L I G E T I E., F O N Y Ó A. — közlésre előkészítve). Ugyan-

6 MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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csak gátolt foszfát-karrier mellett és minden egyéb permeáló anion távol-
létében mértük a val inomycin jelenlétében történő K + - fe lvételt , miközben a 
már részletezett módon változtattuk a mitokondriumok endogén foszfát-tartal-
mát. Magasabb foszfát-szint valóban nagyobb K + - f e lvé te l t eredményezett , 
míg foszfát-depléció hatására csökkent a K®-felvétel (13. ábra). Több kísérlet 
összegezésekor ez esetben is megkaptuk a lineáris összefüggést (14. ábra). 

Eddigi eredményeink egyértelműen mutatják, hogy bizonyos mennyisé-
gű kation — stroncium éppúgy mint ká l ium — felvétele kísérő anion nélkül is 

Pj ( n m o t / m g f e h é r j e ) 

14. ábra. A valinomycinnel indukált kálium-felvétel és az intramitokondriális foszfát-tartalom 
összefüggése 

Pj; 12,3 

AH *=8A 

v a l 

ADP í Kí l о. П 1 А Н * = 6 3 

J ^ f - J J ADP 1 

15. ábra. Kation-felvételt kísérő H+-eject io foszfáttal megtöltött (felső sor) és foszfát-depletált 
(alsó sor) mitokondriumokból 

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 



MITCHELL KEMIOZMOTIKUS ELMÉLETE 8 3 

100 -

k V vol. 

о ю 20 30 

P. ( n m o l / m g f e h é r j e ) 

16. ábra. A kation-felvételt kísérő H + - e j e c t i o és az intramitokondriális foszfát- tartalom ösz-
szefüggése 

végbemegy, s ezen kation-felvétel mértékét a mitokondriumon belüli anorga-
nikus foszfát-szint határozza meg. Arra gondoltunk, bogy az intramitokondriális 
foszfát a légzési lánc H + -pumpa működését segíti, s ezen keresztül szabályozza 
a kation-felvételt. Ez esetben a kation-akkumulációt kísérő H + - e j e c t i o és az 
endogén foszfát-szint között is kell összefüggést találnunk. 

További kísérleteinkben ezt vizsgáltuk ( F O N Y Ó és L I G E T I 1978b). 
Alacsony puffer-kapacitásű elegyben érzékeny üvegelektróddal regisztráltuk 
a mitokondrium-szuszpenzió pH-ját . Az endogén foszfát-szintet változtatva 
mértük a K + + valinomycin, ill. Sr 2 + hozzáadására bekövetkező pH-változást, 
amelyből megfelelő kalibráció segítségével számítottuk a H + - e j ec t i o mértékét. 
A 15. ábra felső görbéi foszfáttal megtöltött, alsó görbéi A D P - v e l depletált 
mitokondriumon készültek. Látható, hogy foszfát-depléció csökkentette mind 
а К + -f- valinomycinnel, mind a Sr 2 + -mal kiváltott H + -e ject iot . A 16. ábra 
ismét több kísérletet összegezve mutat ja a H + -e jec t io és az intramitokondriális 
foszfát-tartalom összefüggését. A kapcsolat mindkét kation esetében lineáris, 
a Sr 2 +-felvételt kísérő H + -k ipumpálás számértéke ismét lényegesen magasabb. 

Eredményeink alapján a következőképpen képzeljük el az intramitokond-
riális foszfát szerepét (17. ábra): a mitokondrium belsejében levő anorganikus 
foszfát egyensúlyban van a légzési lánc H + -pumpájával , szükség esetén H + -
disszociációval támogatja annak működését. Az i ly módon keletkező negatív 
töltés többlet (HPC>4~) pedig elektroforetikus kation-felvételt tesz lehetővé. 
Így válhat az intramitokondriális foszfát-tartalom a kation-transzport meg-
határozójává. Mint már az előzőekben említettem, L E H N I N G E R 1 9 7 4 hason-
ló mechanizmust tételezett fel a kationnal egyidejűleg transzportált gyenge 
sav anionok szerepére. A mi kísérleteink viszont arra mutatnak, hogy nincs 
szükség anion-transzportra, hanem a mitokondrium belsejében már eleve jelen-
levő anionok — pl. a lEPOj" — is betölthetik ezt a funkciót. Elképzelhető, 
hogy adott esetekben más anionok is játszhatnak hasonló szerepet — erre utaló 

6 * MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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kü lső tér m e m b r á n belső tér 

l é g z é s i 
l á n c 

к a t i o n 

t r a n s z p o r t 

e—H + 

\ 
H 2P0Í, 
/ 

HPO," 

K+ 

17. ábra. Az intramitokondriális foszfát szerepe a mitokondriumok kationfelvételében 

jelet látunk a 16. ábrán, ahol a stronciummal kapot t regressziós egyenes 
pozitív értéknél metsz i az ordinátát. 

Másrészt v iszont kísérleteink valószínűtlenné teszik egy kalcium-foszfát 
symport mechanizmus működését. A kálium transzportot vizsgálva ugyanis 
megkaptuk mindazokat a jelenségeket, amelyeket stroncium-transzport esetén 
észleltünk: mindkét kat ion felvételét kísérő légzés-fokozódás és H + - e jec t io 
az intramitokondriális foszfát tartalom függvénye volt. A valinomycinnel 
indukált káliumtranszport esetében viszont nem jöhet létre kation-anion sym-
port. 

A kalcium-foszfát symport direkt cáfolata 

MOYLE és MITCHELL 1977b a kalcium-foszfát symport elképzelést a 
foszfát-karrier gátlószerei (mersalyl és NEM) iránt n e m érzékeny, L a 3 + -érzé-
keny foszfát-transzport kimutatására alapozták. K é t kísérleti t é n y t írtak le: 

1. Mersalyl v a g y NEM jelenlétében is létrehozható stronciummal át-
meneti légzésfokozódás, amely szerintük a stroncium-felvétellel egyidejűleg 
történő foszfát-felvételt bizonyít. 

2. Mersalyl v a g y NEM jelenlétében a kalcium felvételt fele mennyiségű 
foszfát felvétele kíséri, amely szerintük a kalcium-karrieren keresztül történik. 

Kísérleteinkben mindkét jelenséget tovább vizsgáltuk (LIGETI et al. 
1979). 

Mint az előzőekben láttuk, kationok gátolt foszfát-karrier esetén is 
létrehozhatnak bizonyos mértékű légzésfokozódást — az endogén foszfát ter-
hére. A körülmények szerencsés összejátszása esetén — ha az oldat nem tartal-
maz anorganikus foszfátot , a mitokondriumok endogén foszfát tartalma viszont 
magas — a foszfát-karrier blokkolása valóban n e m okoz jelentős különbséget 
a stronciummal k ivá l tható légzés-stimulálásban. E z a helyzet állott elő MOYLE 

és MITCHELL 1977b kísérleteiben. A következő ábrák azonban egyértelműen 
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A В С 

JlOOngatomO 

1 perc 

18. ábra. Stroncium hatása a mitokondriumok légzésére A. működő, B. mersalyllal, C. NEM-del 
gátolt foszfát-karrier esetén 

19. ábra. Stroncium jelenlétében kis adag foszfát légzés-stimuláló hatása A. működő, B. NEM-
del C. mersalyllal gátol t foszfát-karrier ese tén 

mutatják, hogy a stroncium légzés-stimuláló hatása mind mersalyl, mind NEM 
iránt érzékeny. A 18. ábrán bemutatott kísérletben a közeg tartalmazott fosz-
fátot. 18A görbén aktív foszfát-karrier mellett kis adag stronciummal mindad-
dig létrehozhattunk légzés-stimulálást, amíg a közegben oldott oxigén volt 
jelen. Ha azonban gátolt (18B kísérletben mersalyllal, 18C-ben NEM-del) 
foszfát-karrier esetén ismételjük meg, csak az első adag stroncium fokozza 
kis mértékben a légzést, a továbbiak hatástalanok. A foszfát-karrier felszaba-
dítása (DTT-vel) után megkapjuk a légzésfokozódást (18B). A 19. ábrán be-
mutatott kísérletekben a közeg nem tartalmazott anorganikus foszfátot. Nagy 
adag — az előzőekben alkalmazott dózis 5-szöröse — stroncium csak rövid ide-
ig stimulálta a légzést — a mitokondriumokból anaerob körülmények között 

A В С 
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kidiffundált foszfát visszavétele és az endogén foszfát H+-disszociációja biz-
tos í to t ta ezt. A továbbiakban a k t í v foszfát-karrier mellett (19A) kis adag fosz-
fá t ta l mindaddig lehetett fokozni az oxigén-fogyasztást, amíg stroncium és 
o ldott oxigén jelen volt a közegben. A foszfát-karrier blokkolása után adott 
foszfát azonban hatástalan vo l t (19B és 19C). A foszfát-karrier revertálása 
i smét légzés-fokozódást eredményezett (19C). 

Tehát gátolt foszfát-karrier mellett és egyéb permeáló anion hiányában a 
stronciummal létrehozható légzés-stimulálás az endogén foszfát terhére jön 
létre, ennek kimerítése után ped ig a további oxigén-fogyasztás fokozódás, 
azaz Sr2 +-felvétel a foszfát-karrieren keresztül történő foszfát-felvételhez 
kö tö t t . 

Másrészt mi is megvizsgáltuk kalcium-, ill. stroncium-felvétel során a 
mitokondriumok foszfát-tartalmának alakulását. Azt tapasztaltuk, hogy gá-
t o l t foszfát-karrier esetén a kétértékű kationok felvételét va lóban kíséri bizo-
n y o s mértékű foszfát-felvétel, de ez preparátumonként igen vál tozó mértékű 
vo l t . Változó sztöchiometriájú kalcium-foszfát symportot v iszont nehéz el-
képzelni. Ezért más mechanizmust kerestünk. Korábban már szó volt arról, 
h o g y a dikarboxilát-karrier is képes foszfátot szállítani (dikarboxilát2 - — 
HPO4-" kicserélődés). Így a következőkben megvizsgáltuk, mi történik, ha 
ezt a karriert is gátoljuk n-butilmalonáttal. A 2. és 3. táblázatban bemutatott 
kísérletekben aszkorbát T M P D szubsztrátot alkalmaztunk, amely kívülről 
kapcsolódik a légzési láncba, s í g y transzport mechanizmust nem igényel. A 
2. táblázatban csak a mitokondriumokhoz hozzáadott kalc ium mennyiségét 
tüntet tük fel, mive l a kalcium-felvételre csak indirekt úton, hozzávetőlegesen 
tudtunk következtetni . Látható, hogy mersalyl és BM együt tes jelenlétében 
— tehát gátolt foszfát és dikarboxilát karrier esetén — a kalcium-felvételt 
kísérő foszfát-felvétel szinte te l jesen megszűnik. A 3. táblázat már az atom-

2. táblázat 

A kalcium-felvételt kísérő foszfát-felvétel mitokondriumokban a foszfát- és a dikarboxilát-karrier 
gátlószereinek jelenlétében 

Inhibi tor 
kalcium-

hozzáadás 
(nmol/mg feh.) 

foszfát-felvétel 
(nmol/mg feh.) 

35 
70 

30,7 
63,0 

BM 35 
70 

34,9 
65,2 

mersalyl 35 
70 

10,0 
26,7 

mersalyl + B M 35 
70 

1Д 
2,1 
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3. táblázat 

Kalcium- és foszfát-fe lvétel mi tokondr iumokban a foszfát-transzport különböző gátlószereinek 
je l en lé tében . 

Inhibitor 
foszfát-felvétel 
(nmol/mg feh.) 

kalcium-felvétel 
(nmol/mg-feh.) 

49,7 55 ,9 

HM 49,1 62 ,4 

mersalyl 22,8 56 ,4 

mersalyl + BM 3,9 49 ,6 

N E M 20,5 48 ,5 

N E M + BM 0,3 31,1 

abszorpciós fotometriával meghatározott kalcium-felvételt is fe l tüntet i . Is-
mét az látható, hogy a kalcium-akkumulációval egyidejűleg történő foszfát-
bejutás igen jelentősen lecsökken v a g y megszűnik, ha a mersalyl, ill. az NEM 
mellett BM is jelen van. 

Ezek a kísérletek egyértelműen bizonyítják, h o g y gátolt foszfát-karrier 
mellett a kalcium-, ill. stroncium-felvételt kísérő foszfát-transzport a dikarbo-
xilát-karrieren és nem a kalcium-karrieren keresztül történik, tehát cáfolják 
a kalcium-foszfát symport elképzelést. A preparátumonként változó mértékű 
foszfát-felvétel a preparátumok vá l tozó dikarboxilát-tartalmával v a g y a di-
karboxilát-karrier különböző aktivitásával magyarázható. 

További kérdés, hogy kétértékű kationok akkumulációját miért kíséri 
foszfát-felvétel , amikor a kálium-transzportot vizsgálva soha nem tapasztaltunk 
ilyen jelenséget. A bejutó kalcium, ill stroncium azonban az intramitokondriális 
foszfát egy részével oldhatatlan csapadékot képez, i ly módon erősen lecsökken 
a belső foszfát-koncentráció. A mitokondriumon kívül i térben v a n foszfát, 
viszont nincs dikarboxilát. Így a ké t anion koncentráció-grádiensének meg-
felelően, a dikarboxilát-karrieren keresztül kicserélődik. 

Kísérleteink tehát alátámasztják az eredeti elképzelést, a m e l y szerint 
a kalcium elektroforetikusan, 2 pozit ív töltéssel jut be a mitokondrium belsejé-
be. E g y b e n megerősítik B R A N D et al. 1976a kalcium-felvétel alapján végzett 
H + / ~ meghatározásait. 

A kemiozmotikus elmélet összefoglaló értékelése 

Az előzőekben részletezett adatok alapján a kemiozmotikus elmélet 
körüli v i tákat ma így összegezhetjük: M I T C H E L L eredeti elképzelését, az 1961-
ben feltételezett 4 pontot bebizonyították, ugyancsak egyértelműen kimutat-
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ták az elmélet l ényegét képező H1"-elektrokémiai potenciál-különbség létrejöt-
té t a mitokondrium és más biológiai membránok két oldala között . A teória 
legnagyobb érdeme talán, hogy megmagyarázta, az oxidatív és a fotoszinteti-
kus foszforiláció miért kötött szigorúan membrán struktúrához. A részletesebb, 
molekuláris mechanizmusra vonatkozó elképzelések — a hurokteória és a 
H " h / ~ = 2 sztöchiometria —, valamint az ezek védelmére és megerősítésére 
szolgáló későbbi feltételezések — pl. a kalc ium/H + = 1 arány v a g y a kalcium-
foszfát symport — az újabb kísérletek fényében n e m állják meg a helyüket. 
A H + / ~ arányról nyert adatok jobban magyarázhatók a P A P A 1976 által 
elképzelt H + -pumpa mechanizmussal, a membrán Bohr effektussal. Ennek 
lényege: a légzési lánc egyes fehérjéinek oxidált állapotban más lenne a p K 
értékük, mint, redukált állapotban, ami az oxido-redukciós változásokkal szink-
ron protonálódást — deprotonálódást eredményezne. Ily módon vektoriális 
H + -mozgás jöhet létre (PAPA 1976). A citokrom b regióban valóban leírtak 
o lyan komponenst, amelynek redox potenciálja pH-függő v o l t (URBAN és 
KLINGENBERG 1969, STRAUB és COLPA B O O N S T R A 1962). A Bohreffektus 
alapján működő H -pumpa elképzelés előnye, hogy nem feltételez sem szi-
gorú sztöchiometriát, sem alternáló hidrogén- és elektron-karriereket a légzési 
láncban. Nincs ellentétben avval a legújabban megjelent adattal sem, amely 
szerint a légzési lánc 3 magas energiájú helyén n e m lenne azonos a arány 
( B R A N D et al. 1978). 

Másrészt v i szont HLNKLE 1973 mesterséges membránokon — liposzómá-
k o n és BLM-en — végzett kísérleteiben k imutat ta , hogy pH-különbség és 
membrán-potenciál kialakulhat tényleges H + - transzlokáció nélkül, pusztán 
transzmembrán elektron-transzfer útján. 

Végezetül m é g két gondolatot szeretnék megemlíteni, amelyek a leg-
utóbbi években merültek fel (ERNSTER 1977), és mégcsak adekvát kísérleti 
megközelítés sincs velük kapcsolatban: 

1. A biológiai membránokban kialakuló H + elektrokémiai potenciál-
grádiens az itt zajló energia-átalakító folyamatok primer lépése-e, avagy meg-
előzi esetleg egy konformációs vál tozás? 

2. Az energia-átalakítás csak az egész membránra kiterjedő H + -grá -
diens közbeiktatásával történhet-e, vagy lehetségesek direkt mechanizmusok 
a membrán kisebb régióiban? 

Mindezek a fe lvetett gondolatok, nyitva h a g y o t t kérdések és bebizonyítat-
lan elképzelések világosan mutatják, hogy a Mitchell-féle kemiozmotikus teória 
•— bár nagy vonalaiban elfogadták, s szerzője megkapta a Nobel-díjat — tovább-
ra is élénken foglalkoztatja a kuta tók fantáziáját. 

Az Egészségügyi Minisztérium 1-07-0306-01-1/F s z á m ú kutatási főirányához kiemelt , 
szintre elfogadott k u t a t á s i témában v é g z e t t kutatómunka alapján. 
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A CA-PUMPA SAJÁTSÁGAINAK VIZSGÁLATA 
ÉP EMBERI VÖRÖSVÉRSEJTEKEN, IZOLÁLT 

MEMBRÁN FRAGMENTUMOKON ÉS KIFORDÍTOTT 
MEMBRÁN VEZIKULÁKON* 

SZÁSZ ILMA, SARKADI BALÁZS, HASITZ MÁRIA, ENYEDI ÁGNES és GÁRDOS GYÖRGY 

Országos Haemato lóg ia i és Vértranszfúziós Intéze t , Budapes t és D O T E Orvosi V e g y t a n i 
Intézet , Debrecen 

I. Aktív Ca-transzport, CaMgATPáz aktivitás és Ca-függő 
membrán foszforiláció ép vörösvérsejtekben 

A Ca-pumpa Ca-affinitása 

Korábbi munkáinkban beszámoltunk arról az eljárásunkról, amelynek 
során A23187 kalcium-ionofór segítségével sikerült az emberi vörösvérsejte-
ket „megtö l tenünk" kalciummal úgy, hogy az ionofór eltávolítása után kal -
cium transzport vizsgálatokra alkalmasak vo l tak (SARKADI és mtsai 1976). 
Megállapítottuk, hogy intakt vörösvérsejteken a Ca-pumpa sebessége a be l ső 
Ca-szint emelésével 1 mM [Ca]j-ig fokozatosan nő ( K m c a 300—500 pM) 
(SARKADI és mtsai 1977). Módszert dolgoztunk ki arra is, h o g y az intakt sej-
tekben a CaMgATPáz aktivitását megmérjük (SZÁSZ 1970). A CaMgATPáz 
Ca-érzékenysége a Ca-pumpáéhoz hasonló v o l t (SARKADI és mtsai 1977). 
QUIST és ROUFOGALIS (1975) Ca-töltött vörösvérsejt ghostokon az a k t í v 
Ca-transzport és a CaMgATPáz aktivitás Ca-érzékenységét szintén re lat íve 
alacsonynak találta. Az aktív Ca-transzport A23187 jelenlétében természete-
sen nem mérhető, a CaMgATPáz aktivitás v i szont igen. Érdekes , hogy A23187 
jelenlétében a CaMgATPáz Ca-affinitása jelentősen megnő: 10—100 p,M 
kalcium koncentrációnál maximális aktivitás mérhető, magasabb koncent-
rációk már gátló hatásúak ( K j > 200 pM) (1. ábra). Normál vérek között a 
görbe jel legében nem, de az abszolút értékekben jelentős különbségek ész-
lelhetők (a maximum 40—350 pmol Pj/1 v v s . perc értéktartományban vá l -
tozott) . Fizikai módszerekkel kimutatható, hogy az A23187 az általunk is 
alkalmazott koncentráció tartományban a membránszerkezetet már meg-
változtatja (KLAUSNER és mtsai 1979). Ez a változás valószínűleg elősegíti a 
CaMgATPáz „aktiválódását". Ez az akt iválódás nem következik be, ha a 
sejtet acetilfcnilhidrazin előkezelésnek (20 m g / m l vvs.) tesszük ki (2. ábra), 
ami Heinz-test képződéshez és a Heinz-testek és a membrán kölcsönhatásához 
vezet, de a membrán számára is közvetlen ox ida t ív ártalmat jelent (SZELÉNYI 

* I X . Membrán Transzport Konferencián 1979. m á j u s 15 — 18 k ö z ö t t Sümegen e l h a n g -
zott előadás. 
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0 100 200 300 400 500/jM(Ca) 

1. ábra. C a M g A T P á z aktivitás i n t a k t vörösvérsejteken A23187 je lenlétében. 150 m M NaCl -f-
+ 2,5 mM M g C l 2 (pH 7,4) o lda t ta l ötször m o s o t t vörösvérsejteket inkubáltunk 37 °C-on. 
Közeg: 2 /íM A 2 3 1 8 7 , 0,1 mM ouaba in , 5 mM j ó d a c e t a m i d , emelkedő Ca-koncentráció (1, 10, 
50, 100 ill. 500 /<М) 0,155 M KCl-ben . Hkt: 16%. A z enzimaktivitás értékeket az e l ső 10 perc-
ben fe lszabaduló anorganikus f o s z f á t mennyiségébő l számítottuk. A foszfort HAYASHI (1976) 

által módosí tot t Murphy—Ri ley módszerrel ha tároz tuk meg 

és mtsai 1972). Az ionofór által előidézett aktiváló hatás kialakulását tehát 
az acetilfenilhidrazin által előidézett ox idat ív ártalom megakadályozza. 

A fent i eredményeket összehasonlítva más adatokkal, pl. azon közlé-
sekkel, amelyek szerint a Ca-EGTA pufferrel töltött vörösvérsejt ghostokban 
mind az a k t í v Ca-transzport, mind a CaMgATPáz aktivitás Ca-affinitása 
nagy (SCHATZMANN 1973), feltételezhető, hogy a membránban elhelyezkedő 
Ca-pumpa kétféle, kis és nagy Ca-affinitású állapotban fordulhat elő. 

A Ca-pumpa gátlószerei 

A Ca-töltött intakt vörösvérsejteken (amelyekből az ionofórt eltávolí-
tottuk), a Ca-pumpát a következő anyagok gátolják jelentősen: lantán (és 
lantanidák), Hg 2 + , rutheniumvörös, fluorid, SH-reagensek. Ezek közül 
gyakorlatilag impermeábilis a lantán ( Q U I S T , ROUFOGALIS 1 9 7 5 , S A R K A D I 

és mtsai 1 9 7 7 ) és a higany (SZEINBERG, C L E J A N 1 9 6 4 , SHAMOO 1 9 7 5 ) . A lantán 
a külső felszínhez kötődve viszonylag könnyen leválasztható nemcsak EDTA-
val, EGTA-val , de extracelluláris ATP-ve l is, sőt a részleges Ca-pumpa gát-
lást előidéző fluorid (amely lantánnal jól oldható sót képez) a lantános gátlást 
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2. ábra. CaMgATPáz aktivitás intakt vörösvérsejteken A23187 je lenlétében acetilfenilhidra-
zin előkezelés után. 150 mM NaCl + 2,5 mM MgCl, (pH 7,4) oldattal ötször mosott vörös-
vérsejteket 37 °C-on 2 órán át inkubáltuk A. 0,16 M KCl (pH 7,4)-ben, B. 0,16 M KCl (pH 
7,4)-ben oldott 20 mg/ml vvs acetilfenilhidrazinnal. Az enzimaktivitás mérés feltételeit 1. az 

1. ábra magyarázatánál 

3. ábra. Lantánnal reagáló vegyületek hatása Ca-töltött intakt vörösvérsejtek Ca-kiáramlá-
sára és CaMgATPáz aktivitására. A vörösvérsejteket A23187 segítségével jelzett Ca-inal 
töltöttük, majd az ionofórt eltávolítottuk (SARKADI és mtsai 1977). A Ca-kiáramlást a 45Ca-
nak a felülúszóban való megjelenése alapján mértük. Közeg: 130 mM KCl + 30 mM imidazol 

HCl (pH 7,4) + 2,5 mM CaCl2. A. lantán nélkül, B. 0,2 m M LaCl3 
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je lentősen csökkent i (3. ábra). Ezek az eredmények v i lágosan mutatják, h o g y 
a lantán nem penetrál, h a n e m a sejt külső felszínén fejt i k i Ca-pumpa gát ló 
hatását . 

A Ca-pumpa sztöchiometriája 

Az ATPáz aktivitást a z o n elv alapján mértük, hogy foszfoglicerinaldehid 
dehidrogenáz (PGAD) és 2,3-difoszfoglicerát foszfatáz (2,3-DPGáz) gáto l t 
vörösvérsejteken a felszabadult anorganikus foszfát gyakorlati lag ATP-ből 
származik. E l ő z ő vizsgálatainktól eltérően a két enzim gátlásához n e m a 
jódacetát- tetrat ionát kombinác ió t használtuk, hanem 5 m M jódacetamidot 
önmagában, m i v e l k imutat tuk, hogy ez az SH-reagens e b b e n a koncentráció-
b a n nemcsak a PGAD-t, h a n e m a 2 ,3-DPGázt is gátolja, ugyanakkor a Ca-
pumpára hatástalan. Azt tapaszta l tuk, hogy a Ca-pumpa impermeábilis gát ló-
szerei, a lantán (és a higany) 250 pM koncentrációban a Ca-effluxot m i n t e g y 
90—95%-ban, a CaMgATPáz aktivitást m i n t e g y 50%-ban gátolták (4. ábra). 
A z impermeábilis gátlószerek számára n e m hozzáférhető „CaMgATPázok" 
mögöt t feltételezhetően a k ö v e t k e z ő enzimaktivitások ál lhatnak: foszfol ipáz 
C-digliceridkináz-foszfatidsav foszfatáz, va lamint CaMgproteinkináz-protein-
foszfatáz enzimrendszerek, és esetleg „szétkapcsolódott" Ca-pumpa moleku-
lák. A lantán-szenzitív CaMgATPázt a l an tán szenzitív Ca-effluxhoz v iszo-
n y í t v a a Ca : A T P sztöchiometria 2 : l -nek adódik ( S A R K A D I és mtsai 1 9 7 7 ) . 

Különböző kationok szerepe a Ca-pumpa működésében 

A Ca-pumpa sebességét kívülről hozzáadott e g y é r t é k ű kationok (K, 
N a ) nem befolyásolják. F o n t o s azonban az intracelluláris Mg jelenléte. A23187 

4. ábra. L a n t á n hatása Ca-töl töt t intakt vörösvérsejtek Ca-kiáramlására és CaMgATPáz 
aktivitására. Ca-töltés és e f f l u x m i n t a 3. ábránál, foszfor meghatározás HAYASHI (1976) 

szerint. A rendszerek 5 mM jódacetamidot is tar ta lmaztak 
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-f- EDTA kezeléssel előidézett Mg-depléció a sejteket microsphaerocytákká 
alakítja, az aktív Ca-transzportot és a CaMgATPáz aktivitást teljesen leál-
lítja, viszont a passzív Ca-felvétel mellett jól mérhető, lantán-szenzitív Ca : Ca 
exchange jelentkezik (SZÁSZ és mtsai 1978b). További vizsgálatokat igénye l 
annak eldöntése, hogy ez a transzportjelenség a Ca-pumpa egy sajátos m ű k ö -
désének tekinthető-e. 

Klinikai vizsgálatként alkalmazható CaMgATPáz aktivitásmérés 

Mint már említettük, az A23187 jelenlétében mért CaMgATPáz akt iv i -
tásnak normál vérek esetében is igen nagy szórása van, ezért klinikai v izsgá-
latra nem alkalmazható. Az ionofóros Ca-töltést követően az ionofór eltávolí-
tása után mért értékeknél már jól megállapítható a normál tartomány : 
összCaMgATPáz : 59,8 ± 7,2 (SD), lantánszenzit ív frakció : 27,8 ± 2,4 (SD) ; 
az eljárás azonban klinikai vizsgálatok céljára túlságosan bonyolult. Ezért 
az ionofóros töltési eljárást követő lépéseket úgy módosítottuk, hogy a 
CaMgATPáz mérési eljárás klinikai vizsgálatra alkalmas legyen. Az eredet i 
töltési eljárás után alkalmazott ötszörös, n a g y térfogatban végzett albuminos 
mosás helyett csak kétszeres, kisebb térfogatban alkalmazott albuminos mo-
sást iktatunk be. A szuszpenzióban maradt ionofór nyomokat részben lekö-
töttük a rendszerhez adott 0 ,8% albuminnal, részben pedig Mn-nal reagál-
tattuk. A mangán alkalmazásának célja az vol t , hogy megakadályozzuk a 
sejtek ionofór médiáit lantán felvételét. Az A23187 ugyanis 200-szor jobban 
köti a mangánt és kétszer jobban a magnéziumot, mint a kalciumot, a lan-
tánt pedig a kalciumnál is kevésbé. 200 pM Mn, 2 mM Ca, 2 mM Mg és 0 ,2 
mM La koncentráció mellett ionofór-mediált lantán transzporttal már n e m 
kell számolnunk, a lantán nem lép be a sejtek belsejébe. Kísérleteink szerint 
mangán jelenlétében nemcsak ionofór médiáit lantán transzporttal, de m é g 
jelentős ionofór médiáit kalcium transzporttal sem kell számolnunk, m é g 
akkor sem, ha a külső közegből a kalciumot és magnéziumot is elhagyjuk. 
Amikor a sejt kalciummal töltött , a közegben mangán és lantán van je len , 
és a rendszer ionofór nyomokat tartalmaz, a lantán-szenzitív Ca-efflux és 
CaMgATPáz aktivitás megfelel az ionofór mentes Ca-töltött vörösvérsejtek-
ben észlelteknek. Mangán hiányában viszont a sejtek az intracelluláris kal -
ciumtól megszabadulni nem tudnak, jelezve, hogy a rendszerben maradt 
ionofór nyomok kalciumot transzportálnak (5. ábra). A rendszerben maradt 
szabad ionofór mennyisége azonban messze kevesebb, mint azok a koncent-
rációk, amelyek membránszerkezet vál tozást okoznak. Módszerünkkel 10 
normál véren 1—2 mM[Ca], mellett a teljes CaMgATPáz aktivitás 50,84 ^ 
± 7,4 (SD)-nek, a lantán szenzitív CaMgATPáz aktivitás 32,8 ± 6,4 (SD)-nek 
adódott. Jelen vizsgálati rendszerünkben a lantán inszenzitív frakció je len-
tősen alacsonyabb (18,04 ^ 6,7), mint az ionofór teljes eltávolítása u t á n 
mért korábbi értékeink (32,0 ^ 5,3). Ennek oka valószínűleg a Mn protein-
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5. ábra. Ca-e f f lux 200 /iM M n 2 + mellett A23187 nyomok je lenlétében. A vörösvérse j teket 
A23187 seg í t ségéve l töltöttük j e l ze t t Ca-mal, az ionofórt csak részlegesen t á v o l í t o t t u k el 
(két mosás 3 X - o s térfogatú. 0 , 5 % albumin t a r t a l m ú 0,16 M KCl-ben). A sejtek «Ca a k t i v i t á -
sát mértük 10 perces 37 °C-os inkubálás után . Inkubáló közeg: 1 , 2 5 % albumin t a r t a l m ú 
0,16 M KCl ( p H 7,0). A. Mangán nélkül , B. 200 / íM MnCU-dal. Üres h a s á b : kontroll, v o n a l k á z o t t 
hasáb: 0,2 m M LaCl3 . Nyíl: La-szenzi t ív Ca-eff lux (10'. Kiinduló sejt [Ca] : 1 = 656 / imol /1; 

2 = 1218 jttmol/1; 3 = 654 j i m o l / l ; 4 = 1565 / imol /1 

kináz gátló hatásában keresendő. Klinikai CaMgATPáz mérő módszerünkkel 
a lantán szenz i t ív frakció (vagyis a Ca-pumpához rendelt ATPáz) csökkenését 
észleltük sarlósejtes anaemiában szenvedő betegeken. 

A membrán Ca-függő foszforilációja 
3 2 P-ATP tartalmú i n t a k t vörösvérsejtekben eddig csak a spektrin és a 

band 3 m e m b r á n régiókban mutattak k i 3 2P-beépülést ( G R E E N Q U I S T , S H O H E T 

1975). Mi adenin-inozin-3 2P előkezeléssel a sejt ATP készletét in tenz íven 
jeleztük (SZÁSZ és mtsai 1978a). Ezt k ö v e t ő e n különböző kezelésekkel (A23187 , 
propranolol, ATP-depléció, Mg-depléció) Ca-felvételt idéztünk elő, m a j d a 
sejteket hemolizáltuk és W O L F és SCHATZMANN (SCHATZMANN 1973) szerint 
membránt preparáltunk belőlük. A m e m b r á n SDS-poliakrilamidgél elektro-
foretogramján a 150 000 daltonos rég ióban intenzív jelölődést ész le l tünk. 
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Ez a jelölődés ATP- és Mg-depletált sejtekben is megjelent (6. ábra). Ameny-
nyiben az ATP-depléció fo lyamán lantán is vo l t a rendszerben, ebben a régió-
ban a foszforiláció még intenzívebb volt. (A liemolízis időpontjában a sejt-
ben már csak 0,1 pM nagyságrendű ATP v o l t , ami a hemolízis során tízszere-
sére hígult. Ehhez a hemolizátumhoz a megfelelő koncentrációban adott lan-

v ó n d o r l ó s i t á v o l s á g 

6. ábra. Membrán polipeptidek foszforilációja Ca-felvétel során 3 2 P - A T P tartalmú i n t a k t 
vörösvérsejtekben. A z ATP kiinduló specifikus akt iv i tása a sejtekben: 20 000—40 000 ерш/ 
pmol . Inkubációs közegek: A. 150 m M NaCI, 1 mM Trisz-EDTA, 5 m M Trisz-HCl (pH 7,0). 
B. 145 mM NaCI, 2,5 mM CaCl2, 2 m M jódacetamid, 10 mM inozin, 5 m M Trisz-HCl (pH 7,0). In-
kubációs idő: 90 perc. t = 37 °C. H k t : 30%. Vörösvérsejt ATP koncentráció 90'-nél: A. 1,6 mM, 
В. 1 /ÍM. Inkubálás u tán A sej tekből hűtve m e m b r á n t preparáltunk (SCHATZMANN 1973). 
100 p g membrán fehérjét SDS-poliakrilamid gél elektroforézisnek v e t e t t ü n k alá (SHAPIRO 
és mtsa i 1967). A gé l -szegmentumok radioaktivitás mérése GEZELIUS (1977) szerint t ö r t é n t 
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t á n a foszforilációt nem befolyásolta, l iatását tehát az i n t a k t sejt inkubációs 
időszakára tehetjük.) Feltételezhető, hogy az inkubáció során a lantán az 
aktiválódó Ca-pumpa molekulák foszforilált formájához kapcsolódott a sejt 
külső felszínén és azok defoszforilációját akadályozta meg . (Hg2+ előkezelés 
után a jelenség nem volt észlelhető, valószínűleg a haemoglobin nagy H g 2 + 

affinitása miatt , ami a hemolízis során a H g 2 + haemoglobinlioz való átkötő-
dését eredményezhette.) 

II. CaMgATPáz, Ca-függő membránfoszforiláció izolált 
membrán-fragmentumokon é s kifordított membrán vezikulákon (inside-out 

vesicles, IOV), aktív Ca-transzport vizsgálata IOV-n 

Ca és La hatása a membrán és IOVfoszforilációjára és defoszforilációjára 

Amennyiben izolált membrán fragmentumokat kezeltünk 3 2P-ATP-vel, 
EGTA -f- Ca puffer-rendszerekben a spektrin 2, a band 3 és a 150 000 dal-
tonos régió egyaránt foszforilálódott, és a teljes membránba épült radioaktivi-
tás szabad Ca jelenlétében az EGTA-s rendszerhez viszonyítva nem nőtt, 
hanem csökkent. (Ugyanígy csökken a foszforiláció szabad Ca jelenlétében az 
IOY-k Ca-transzportjának vizsgálatára összeállított rendszerekben: ATP 
500 (M, Mg 5 mM, Ca 1—300 pM.) EDTA + Ca tartalmú rendszerekben azon-
ban csak a 150 000 daltonos régióban kaptunk 3 2P-beépülést, és 250 pM sza-
bad Ca az EDTA-s kontrollhoz viszonyítva jelentősen megemelte a teljes 
membránba épült radioaktivitás mértékét (7. ábra). A 150 000 daltonos régió 
foszforilálódó fehérje komponensét a Ca-pumpa foszforilálódó alegységének 
tekinthetjük (KNAUF és mtsa i 1974). A foszforilációs reakció Ca-affinitása 
magas (Kmc a : 0,2 fiM), és mint láttuk, Mg-ot uem igényel . Lantán hatására 
mind izolált membránon, mind IOY-n létrejön a foszforiláció (KmLa : 0,005 nm) 
és mértéke sokkal nagyobb, mint Ca esetében (8. ábra). 8 mM KF jelenléte 
a lantánnal indukált foszforiláció mértékét nem csökkenti, hanem fokozza. 

Nagy mennyiségű h ideg ATP hozzáadásakor a Ca-foszforilált membrán 
defoszforilációja követhetővé válik. 250 pM lantán ezt a defoszforilációt 
mintegy 70%-ban gátolja. Ez a gátlás azonos mértékű izolált membrán 
fragmentumon és IOY-n, holot t az utóbbi objektumon a transzport lépést 
követően a kalcium kötőhelyek a vezikula belseje felé fordulnak, s így lantán 
számára nem hozzáférhetőek. A gátlás hasonló mértéke arra utal, h o g y a 
Ca-pumpa működése ciklusában csak rövid ideig fordulnak a kalcium kötő-
helyek a vezikula belseje felé . A defoszforiláció teljes gát lása csak magasabb 
(500—1000 /iM) lantán koncentrációknál észlelhető, amelyek már a foszfori-
lációt is gátolják (8. ábra). Lantánnal foszforilált membrán hideg ATP hozzá-
adására csak részlegesen defoszforilálódik, mutatva, bogy a lantános foszfori-
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láció „zsákutca", a teljes reakciólánc lejátszódását a lantán meggátolja. Fel-
hívjuk még a f igyelmet arra, hogy izolált membránfragmentumokon és IOY-n 
a lantán hatása teljesen azonos vo l t , jelezve, bogy ha a belső Ca-kötőhelyek 
a lantán számára hozzáférhetőek, akkor azokkal reagál, s innen — szemben 
az ép vörösvérsejtekkel — ATP-vel, F~-dal le n e m választható. 

2000-

1000 

0 --
0 

7. ábra. Izolált membrán foszforilációja 3 2P-ATP-ről, Ca, E D T A + Ca, E D T A + La jelen-
létében (SDS-poliakrilamidgél elektroforézis vizsgálat). SCHATZMANN (1973) szerint preparált 
membránt használtunk (0,4 mg fehérje/ml kísérleti elegy). Inkubációs közeg: 0,5 jíM 32P-ATP, 
30 mM imidazol-HCl (pH 7,0) + A. 0,25 m M CaCl2, B. 0,5 mM Trisz-EDTA + 0,75 mM 
CaCl2, C. 0,5 mM Trisz-EDTA + 0,75 mM LaCl.,. Inkubációs idő: 30 mp. t = 0 °C. Alapos 
6 % TCA, 1 mM ATP, 10 mM H 3 P 0 4 - v a l va ló mosás után elektroforézis és mérés, mint a 

6. ábránál 
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8. ábra. Lantán hatása IOY foszforiláci ójára és defoszforilációjára. Inkubációs közeg: 2,5 /tM 
3 2 P-ATP, 125 mM KCl, 30 mM imidazol HCl (pH 7,0). A. Foszforilációs kísérletek. 1 0,5 mM 
Trisz-EDTA, 2 0,5 m M Trisz-EDTA + 0 ,75 mM CaCl,, 3 0,5 mM Trisz-EDTA + 0,75 mM 
LaCl3, 4 0,5 mM T r i s z - E D T A + 1,5 mM LaCl3 , 5 250 fiM CaCl2 + 250 /iM HgCl 2 . Inkubációs 
idő: 30 mp, t = 0 °C. B . Defoszforilációs kísérletek. Foszforiláció 2 . rendszer szerint. 30 mp-nél + 
+ 1 mM ATP + 6 0,5 m M Trisz-EDTA, 7 0,5 mM MgCl2, 8 0 ,5 inM MgCl„ + 0 ,25 mM LaCl3, 
9 0,5 mM M g Q 2 + 1 m M LaCl3, 10 0,5 m M MgCL + 0,25 m M HgCl2. Inkubálási idő: 15 mp. 

Mosás, mint a 6. ábránál, szolubilizálás, mérés SZÁSZ és mtsai (1978a) szerint 

К és Na hatása a membrán és IOV Ca-indukált foszforilációjára és a defoszfori-
lációra 

Mint már említettük ép vörösvérsejten a külső К vagy N a jelenléte a 
Ca-pumpa sebességét nem befolyásolta; IOV-n a Ca-transzport sebességét 
növelte (SARKADI és mtsai 1 9 7 8 ) . Izolált membránfragmentumok CaMgATPáz 
aktivitását szintén fokozta ( B O N D , GREEN 1 9 7 1 , SCHATZMANN, ROSSI 1 9 7 1 ) . 

A vörösvérsejt membrán (valamint az agy mikroszóma) foszforilációja Mg -+-
-j- Ca -f- Na jelenlétében nőtt, míg Mg -f Ca -(- К jelenlétében csökkent az 
univalens kationt nem tartalmazó kontrollokhoz viszonyítva (SZÁSZ 1 9 7 5 ) . 

Mivel ouabain az előbbi esetben csökkentette, utóbbi esetben növelte a fosz-
foriláció mértékét, feltételezhetjük, bogy a foszforilációban а К — Na pumpa 
foszforilált intermedierje is szerepet játszik. А К — Na-pumpa Mg hiányá-
ban nem foszforilálódik, míg — mint az előbbiekben láttuk — a Ca-pumpa 
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9. ábra. Ca + Na vagy К ( ± ouabain) hatása a vörösvérsejt membrán foszforilációjára és 
defoszforiláciőjára. A foszforiláció és defoszforiláció feltételeit 1. 8. ábra magyarázatában 

10. ábra. Ca + Na vagy К hatása IOV-k foszforilációjára és defoszforiláciőjára. Feltételeket 
1. 8. ábra magyarázatában 
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igen. Ezért a Na vagy К hatását a Ca-pumpa foszforilációjára E D T A -f- Ca 
jelenlétében vizsgáltuk meg. Izolált membránon a N a jelen esetben is fokozta, 
К pedig csökkentette a foszforilációt, a ouabain azonban hatástalan volt 
(9. ábra). Foszforilációt csak a 150 000 daltonos régióban észleltünk, а К—Na-
pumpa foszforilálódó alegységének megfelelő 105 000 daltonos régióban nem. 
IOV-n mind a Na, mind а К csökkentette a foszforilációt (Na kisebb mér-
tékben), s jól látható vo l t a defoszforiláció gyorsítása (10. ábra). Ú g y látszik 
tehát, hogy fragmentált membránon, amennyiben megakadályozzuk а К—Na-
pumpa foszforilációját, még mindig v a n Na-mal stimulálható foszforiláció 
(CaMgNa proteinkináz aktivitás?). Ennek molekuláris hordozóit IOV prepa-
rálás fo lyamán majdnem teljesen elveszítjük. A fent i eredményeket össze-
gezve azt a következtetést vonhatjuk le, hogy a Ca-pumpa működése során 
mind a Na , mind а К a membrán belső felszínével reagálva a defoszforilációt 
gyorsítja. Ez a következtetés összhangban van azzal a közléssel, hogy a vörös-
vérsejtmembrán p-nitrofenilfoszfatáz aktivitása Ca jelenlétében К vagy Na 
hatására fokozódik ( R E G A és mtsai 1 9 7 3 ) . 

CaMgATPáz és sztöchiometria vizsgálatok IOV-n 

IOV-n igyekeztünk a Ca-akkumuláció Ca : ATP sztöchiometriáját 
igazolni. A CaMgATPáz aktivitás Ca függése azonban ezen az objektumon 
erősen eltért a Ca-transzportétól. Míg a Ca-transzport Kraca értéke 50 pM 
körül volt és 200—300 pM Ca maximálisan aktiváló hatású volt, a CaMgATPáz 
a pmoláris Ca-tartományban már maximális aktivitást adott és 200 pM Ca 

KON TROLL 1 0 - 500 pM Mn 

• • Ca 

100 500 pM Ca 500 uM Ca 

11. ábra. Mn hatása IOV-k akt ív Ca fe lvéte lére és CaMgATPáz aktivitására különböző Ca 
koncentrációknál. 0,4 m g IOV fehérje/ml rendszer. Közeg: 550 pM ATP, 5 mM Mg, 120 mM 
KCl, 30 mM imidazol HCl ( p H 7,0). Inkubációs idő: 10 perc. t = 37 °C. Foszfor meghatározás 

H A Y A S H I ( 1 9 7 6 ) s z e r i n t , C a - f e l v é t e l m é r é s SARKADI é s m t s a i ( 1 9 7 8 ) s z e r i n t 
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koncentrációnál hanyatlott (IIA ábra). Az izolált membránfragmentumok 
CaMgATPáz aktivitásának Ca-érzékenysége is igen hasonló (SZÁSZ és mtsai 
1977). Feltételeztük, h o g y a membrán belső felszínén a nem Ca-pumpához 
rendelt egyéb enzimrendszerek zavaró hatásával ál lunk szemben (bár meg 
kell jegyeznünk, hogy ép vörösvérsejtekben ezek aktivitása közel párhuza-
mos volt a Ca-pumpa ATPázával). A membrán belső oldalán ható, szelektív 
Ca-pumpa gátlószert n e m találtunk, lantán, h igany, vanadát, quercetin, 
acetilfenilhidrazin minden Ca-aktivált ATPáz aktivitást eltüntetett. Triva-
lens kationokkal (AI, Fe) gátolva a foszfolipáz С aktivitását lényeges válto-
zást nem észleltünk. Egyedül a Mg-proteinkinázokat gátló Mn te t te annyira 
hasonlóvá a Ca-transzport és a CaMgATPáz aktivitásának görbéit, hogy 
sztöchiometria számításokat is végezhettünk (IIB ábra). A Ca :ATP arány 
1,3—1,9 közötti értékeket adott, készítményenként jelentősen vál tozó mér-
tékben. Gondolnunk kell arra, hogy a Mn mint membránstabilizálószer hat-
hat, s az IOV-ben kis Ca koncentrációnál esetleg „szétkapcsolt" pumpa mole-
kulák restitúcióját segíti elő. Az intakt sejtek A23187 jelenlétében Mn által 
előidézett lantán-inszenzitív CaMgATPáz aktivitás gátlása (1. fent) azonban 
arra utal, hogy a Ca-pumpától független ATP—<-Pi átalakulási fo lyamatok is 
gátlódnak. Hasonló, de még kifejezettebb hatást az IOY-k ATP nélkül 2—3 
Mn Ca-mal történő előkezelése után is elértünk: 200 pM[Ca]j-nál 1,97—2,29 
Ca : P sztöchiometria értékekkel. Mn jelenlétében és Ca előkezelés u t á n nyert 
eredményeink a 2 : 1 Ca : ATP sztöchiometria arányt látszanak alátámasztani. 

A Ca-pumpa mechanizmusa 

Kísérleteink alapján a Ca-pumpa működését a következőképpen kép-
zeljük el (12. ábra): A magas Ca-affinitású Ca-kötőhelyre a membrán belső 
felszínén Ca kötődik és katalizálja 150 000 daltonos foszforilálódó alegység 
32P-ATP-ről történő foszforilációját. E z t követően az alacsonyabb Ca-affini-

ATP 

Ca 
Mg 

A D P 

12. ábra. A Ca-pumpa működés feltételezett lépése i IOV-n 
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13. ábra. Foszforiláz b kináz és foszforiláz foszfatáz hatása IOV-k foszforilációjára 0 °C-on. 
0 ,4 mg IOV fehérje/ml. Közeg: A T P : 2,5 /íM 1. 500 /iM E D T A 2-4. 100 /íM Mg, 25 /íM Ca. 
Adalékok: 3. foszforiláz b kináz (0 ,015 E/ml) 4. foszforiláz foszfatáz (1,5 E/ml). Inkubációs 

idő : 1 perc. t = 0 ° C 

300 

14. ábra. Foszforiláz h kináz, foszforiláz foszfatáz és kalmodulin hatása IOV-k foszforiláció-
jára 37 C-on. 0,4 m g IOV fehérje/ml. Közeg: ATP: 100 pM 1. 500 fiM E D T A , 2-4. 5 mM 
Mg, 100 /íM Ca. Adalékok: 3 foszforiláz b kináz (0,015 E/ml) , 4 foszforiláz foszfatáz (1,5 E/ml) , 
5 DEAE-cellulózon tisztított vörösvérsejt kalmodulin (0,05 mg/ml). Inkubációs idő- 1 perc 

t: 37 °C 

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 



A Ca-PUMPA SAJÁTSÁGAINAK VIZSGÁLATA 107 

tású kötőhely is köt Ca-ot, s a molekula térszerkezete úgy változik meg, hogy 
két Ca-ot a membrán külső felszínére juttat (kérdéses, hogy a nagy affinitású 
kötőhelyhez kötődő Ca is transzportálódik-e, vagy a kis affinitású kötőhely-
hez kapcsolódik két Ca?). A belső felszínen Mg és К v a g y Na kötődik, katali-
zálja a molekula defoszforilációját, a Ca a pumpa molekuláról leválik és a pum-
pa felveszi kiinduló állapotát. 

A Ca-pumpa aktivitás regulációja 

Az alacsony Ca aff initású Ca-kötőhelyek affinitása a pumpa aktíválódási 
fo lyamata során megnőhet. Az itt vázolt molekuláris mechanizmus működése 
tehát egy reguláló rendszer által szabályozott. Ez valószínűleg a bimoleku-
láris lipid réteg belső felszínén húzódó hálózatban lokalizálódik s IOV prepa-
ráláskor részben eltávolítjuk, míg a vörösvérsejt oldható, űn. aktivátor 
fehérjéjének hozzáadásakor visszaadjuk. Lehetséges, hogy egy — a vörös-
vérsejt membránban kimutatott — CaMgproteinkináz-proteinfoszfatáz rend-
szer foszforilációs folyamattal szabályozza a Ca-pumpa működését. Azok az 
IOV-készítmények, amelyeknek Ca-pumpa rendszere magas Ca-affinitású 
vo l t , ugyanolyan magas „CaMgATPáz" aktivitásúak ( ^ 3 0 nmol P | /mg fehér-
je . perc 10 pM Ca-koncentrációnál), mint az izolált membrán fragmentu-
mok. Alacsony Ca-affinitással rendelkező IOV-készítmények „CaMgATPáz" 
aktivitása ennek csak mintegy 1/5-e volt . A foszforilációs reguláció vizsgá-
lata érdekében már ismert Ca-dependens enzimeket, a C O H E N (1975) szerint 
részlegesen tisztított nyúl vázizom foszforiláz b kinázt és a Brandt és mtsai 
(1974) szerint tisztított nyúl vázizom foszforiláz foszfatázt adtuk az IOV-khez. 
E D T A -f- Ca tartalmi! rendszerekben ezek az enzimek a foszforilációt nem 
befolyásolták. Mg jelenlétében viszont a kináz a foszforilációt mintegy 1,5-
szeresre emelte, a foszfatáz pedig jelentősen csökkentette (13. ábra). A Ca-
transzportot a kináz fokozta, a foszfatáz viszont semmi hatást nem muta-
to t t . Ezért a foszforilációs kísérleteket a transzport vizsgálatoknak megfelelő 
körülmények között (hőmérséklet, ATP koncentráció) megismételtük. Ilyen-
kor a kináz hatása megmaradt, a foszfatáz semmi hatást nem fejtett ki (14. 
ábra). A kináz enzim hatásossága hőkezelés után nem változott . Ez arra utal, 
hogy a hatásért hőstabil Ca-kötő alegysége, a kalmodulin (LARSEN, VIN-
C E N Z I 1979) felelős. Lehetséges, hogy ez, az IOV-n megmaradt proteinkiná-
zokhoz kapcsolódva hat, de még nem tekinthető bizonyítottnak, hogy foszfo-
rilációs reakció szerepet játszik a regulációban. A kalmodulin szerepe viszont 
igen valószínűnek tekinthető. A foszforiláció szerepének tisztázását nagyon 
megnehezíti az a tény, hogy Ca és Mg jelenlétében nagyszámú vörösvérsejt 
membránkomponens foszforilálódik, amelyek közül egyelőre nem tudjuk el-
különíteni az esetleg a Ca-pumpa működéshez kapcsolt komponenst. Ezért a 
továbbiakban igyekszünk az IOV-t megtisztítani e foszforilálódó kompo-
nensektől és az aktiválást ismert t iszt í tott frakciók hozzáadásával előidézni. 
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AZ EMBERI TROMBOCITA MEMBRÁN 
GLÜKOPROTEINJEIRÖL* 

HASITZ MÁRIA 

Országos Haematológiai és Vértranszfúziós Intézet, Budapest 

A trombocita és a trombocita membrán 

A trombocita mfrmál körülmények között 2—4 pm átmérőjű és l^im 
vastag korong. A sejtben nincsen mag. Vannak mitokondriumok, glükogén 
szemcsék, alfa granulumok, denz granulumok és lizozómák. Ekvatoriálisan 
helyezkedik el a 15—20 nm vastag kontraktilis fehérjékből álló mikrotubu-
láris rendszer. Ugyancsak kontraktilis elemek alkotják a mikrofilamentumo-
kat (1. ábra). 

A trombocita plazma membránja két részből tevődik össze: ,unit-
membrán'-ból és az azt borító glükokálixból. A sejtet behálózza a plazma 
oldal felé nyi tot t csatornarendszer, amely szintén plazma membránnal borí-
tott . A trombocita ,unit-membrán'-jának vastagsága 7—8 nm, a glükokálixé 
10—20 n. A glükokálix igen gazdag szénhidrátokban (3, 44). összehasonl í tva 
a vérben keringő többi sejttel csak a trombocita rendelkezik ilyen v a s t a g 
glükokálixszal, így a trombocita membránja 3 — 8 x olyan vastag, mint a vö-

Mikrofilamentumok 
Glükogén szemcsék 
Glükokálix 

Mikrotubulusok 

Elektron-denz 
granulum 
oC granulum — 

Mitokondriumok 

[—Nyitott csatorna 
rendszer 

Membrán 

E lek t ron-denz 
granulum 

—Elektron-denz 
tubulár is rendszer 

1. ábra. A trombocita ultrastruktúrájának sematikus rajza (43) 

* I X . Membrán Transzport Konferencián 1979. május 15 — 18 közöt t Sümegen elhang-
zott előadás. 
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rösvérsejté i l letve , a fehérvérsejteké (13). A trombocita membrán 57% fehér-
jét , 33% l ipidet és 8% szénhidrátot tartalmaz. A szénhidrát eloszlása: 75% 
fehérjéhez asszociált és 2 5 % mukopoliszacharida. Összetevői: 8% sziálsav, 
29% hexozamin és 63% hexóz (2). A sziálsav tartalom 50—60%-a található 
a membrán glükoproteinekben (14). A membrán megismerésében komoly 
problémát je lent , hogy a külső köpeny könnyen adszorbeálja a legkülönbö-
zőbb anyagokat a plazmából. In vitro hatásokra pedig, jelenlegi tudásunk 
szerint a glükokalix legtöbb összetevője a vízoldható fázisba kerül. Ezért 
ma még nincs módszer a glükokalix összetételének tanulmányozására, csak 
a glükoprotein komponensét, a glükokálicint ismerjük. 

A trombocita és a trombin fiziológiás kölcsönhatásai 

A trombocita membrán fontos szerepet játszik a hemosztázis felületi 
reakcióiban. Különböző külső ingerek aktiválják a trombocitákat és elindít-
ják a trombociták jellegzetes echinocyter alakváltozását és aggregációját, 
majd szekréciós folyamatait. Ennek következtében a sejt a következő anya-
gokat választja ki: adenozin-difoszfát, adenozin-trifoszfát, kalcium, szeroto-
nin, savanyú hidrolázok, bé ta tromboglobulin, trombocita négyes faktor és 
trombocita növekedési faktor. Ezt az összetett jelenséget nevezzük az angol 
irodalom alapján ,release'-nek. Evvel egyidőben hozzáférhetővé válik a plaz-
ma membránhoz lokalizálható (4) trombocita hármas faktor, amely foszfati-
dil-szerint és foszfatidil-inozitolt tartalmaz (13). A plazmában levő véralva-
dási faktorok aktiválódásához a felszabadult és a felszínen hozzáférhetővé 
váló trombocita eredetű anyagokra is szükség van. A véralvadási rendszer 
aktiválódása zuhatagszerűen megy végbe (2. ábra). Ebben a fo lyamatban 
a protrombinból keletkező trombin az egyik legfontosabb in vivo trombocita 
aggregáló ágens. A trombin által okozott trombocita aggregációt és szekré-
ciót legalább olyan behatóan tanulmányozták, mint a trombin okozta fibri-
nogén-fibrin átalakulást. 

Trombocita szerepe a koagulác ióban ;weissi97Sl 

Fibrinogen — — » FIBRIN 
t 

Prot rombh= II » TR0MBIN=lla 

I V.CCTTROMBOCUA foszfo l ip id 

t 0 
|VIII,Cq7TR0M30CITA foszfolipid 

I X J ^ I X a 
Xlj-XIa-l 

I L -I XII—»xita 
t romboci ta? 

2. ábra. A véralvadási faktorok aktiválási menetének sémája (42) 

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 



AZ EMBERI TROMBOCITA MEMBRÁN GLÜKOPROTEINJEIRŐL 111 

A trombocita fiziológiás trombin kötése reverzibilis (39), de kinetikailag 
igen összetett jelenség. A trombocita felszínén levő trombin receptor trombin 
kötése specifikus; amennyiben nem köt protrombint és aktiválási közt i ter-
mékeket (40), de nem teljesen faj specifikus, miután majdnem azonosan köti 
a humán és borjú trombint (37). 

A trombin proteolitikus enzim, a troinbocitával való reakció közben 
mérhető néhány jellemzője nem felel meg az enzim katalizált reakciók jel-
lemzőinek pl. a hőtermelődés trombin koncentráció függése (35). Modelleket 
és különféle teóriákat dolgoztak ki, hogy feloldják azt az ellentmondást, hogy 
a trombin kötés reverzibilis, és nyi lvánvalóan nincs , , turn over". M A R T I N és 
mtsai felhívták a f igye lmet a trombocita felszínén elhelyezkedő trombin 
receptor természetére (19), szerintük ugyanis a stimulus mértékét a trombin 
és az általa modifikált receptor komplex egyensúlyi koncentrációja határoz-
za meg. Elektronmikroszkópos autoradiografiával úgy találták, hogy а 
trombin inkább kötődik a glükokálixhoz, mint a membránhoz (39). T O L L E F -

SEN és mtsai preparálták a trombin -(- receptor komplexet , molekulasúlyát 
200 000-nek találták, és vizsgálataik alapján bizonyossá vált az is, hogy egy-
féle molekula működik a trombocita felszínén, mint trombin receptor, negatív 
kooperativitásban (41). Ugyanis az ún. nagy trombin aktivitású tartomány-
ban (0,05—0,6 nM) 500 receptor molekula található, disszociációs konstans 
2 nM. 2,5 nM koncentráció felett számuk ugrásszerűen megnőtt 30—50 000-re, 
disszociációs konstans 30 nM. (7, 8, 39). Fiziológiásán 100 trombin molekula 
megkötése elindítja az aggregáció és szekréció reakcióit (36). A trombin 
koncentráció növekedésével létrejövő receptor szám növekedés csak úgy le-
hetséges, ha a trombin hatására a receptorok száma megnőhet. 

A glükokálix glükopr oteinje, a glükokálicin 

L O M B A R T és munkatársai a trombocita membrán gyártásánál kelet-
kező vízoldható frakcióban identifikálták, majd preparálták a glükokálix 
glükoproteinjét (17). A glükokálicin elnevezéssel utaltak eredetére. 

A glükokálicin molekulasúlya 148 000 ^ 5 000. A glükokálicin felszíni 
eredetű, mert 1. a teljes sejt neuraminidáz kezelésével a glükokálicin sziálsav 
tartalma teljes egészében leemészthető. 2. a sejt kimotripszin kezelésére a 
glükokálicin szétválik makroglükopeptidre (118 000 ^ 5 000) és peptid frag-
mentumra (45 000 ^ 2 000). A makroglükopeptid azonosnak bizonyult 
azzal, amit a teljes sejt kimotripszines emésztésénél is nyertek (30). 3. a sejtet 
14C-gliciletilészterrel kezelve transzglutamináz jelenlétében a glükokálicin is 
jelölődik. 4. tripszinnel, illetve kimotripszinnel kezelt sejt nem aggregál 
antiglükokálicin-csirke-antiszérummal. (27) 

A glükokálicin 60 g % (46 mol%) szénhidrátot tartalmaz és a teljes sziál-
sav mennyiség 10%-át. Fontosabb szénhidrát összetevői: galaktóz: N acetil-
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galaktózamin: N acetilglükozamin: sziálsav = 2 : 1 : 1 : 2 arányban, de kis 
mennyiségben tartalmaz: glükózt (2,3 mol%), mannózt (1,2 mol%) és fukózt 
(1,9 mol%). Fontosabb aminosav összetevői szerint (4,9%), treonin (7,6%), 
leucin (6,7%), prolin (6,8%), aszparagin (4,7%), illetve glutamin maradékok 
(5,8%). Alacsony a lipofil aminosavak aránya, bár nem kizárható, hogy a 
részletes szekvencia vizsgálatnál feltárható lesz hidrofób rész is a molekulá-
ban (28). A trombocita membrán kutatás területén elterjedt az a hibás nézet, 
h o g y csak az a fehérje van a felszínen, amely 125J-dal jelölhető laktoperoxidáz 
jelenlétében (5, 6, 31, 32, 33, 34, 45). A glükokálicin nem jelölődött. Ennek oka, 
amint az aminosav összetétel vizsgálatok során kiderült az, hogy a molekula 
kevés tirozint tartalmaz és azt is csak a peptid fragmentumban. Ebből viszont 
az következik, hogy a glükokálicin peptid fregmentumának tirozin tartalmi! 
része a sejtben nem hozzáférhető a 125J számára (28). 

A glükokálicin mint trombin receptor 

O K U M T J R A és J A M I E S O N megvizsgálták, hogy milyen hatással van a glü-
kokálicin a te l jes sejt különböző ágensek okozta in vitro aggregációjára: 
trombin és risztocetin jelenlétében a sejtek aggregációja csökken, azaz az 
aggregációs idő megnyúlt; hatástalan volt az adenozin-difoszfát és kollagén 
okozta trombocita aggregációra (26). 

A trombin aktivitás jellemzésére széles körben elterjedt a trombin által 
indukált fibrinogén-fibrin átalakulás idejének mérése. A glükokálicin trip-
szines emésztésével nyert pept id fragmentum (45 ООО ^ 2 000) még jobban 
meghosszabbította a fibrinogén alvadási időt , mint maga a glükokálicin, 
míg a makroglükopeptid hatástalannak bizonyult . Ebből következik, hogy 
a peptid rész képes kötést létesíteni a trombinnal, csökkentve ezzel a trombin 
mennyiségét és megnövelve a fibrinogén-fibrin átalakulás idejét, ezek szerint 
t ehát a glükokálicin molekula peptid része a felelős a trombin kötésért (29). 
E z látható a 3. ábrán. 

Megmértük a trombociták 12SJ-trombin kötését az idő függvényében. 
A trombin fe lvéte l kb. 10 perc múlva elérte a maximumot, glükokálicin je-
lenlétében csökkent trombin kötés jött létre (4. ábra). Ezek után megnéztük, 
hogy milyen hatással van a glükokálicin a sejt által megkötött jelzett trombin 
leválására. A sejteket jelölt trombinnal kezeltük, majd kontrollként száz-
szoros feleslegben adtunk hideg trombint és mértük a jelölt trombin felszaba-
dulását. Ha hideg trombin felesleg helyett glükokálicint adtunk a rendszer-
hez, az is leválasztotta a k ö t ö t t trombint (5. ábra). Ezek a kísérletek arra 
utalnak, hogy a glükokálicin reverzibilisen gátolja a trombin kötést. 

Ezen kísérletek eredményeként ál l ítottunk össze egy trombin kötés 
gátlás tesztet, amelyet további kísérleteinkben hasznosítottunk (29). Kis 
trombin koncentráció tartományban (0,1—0,6 uM) megnéztük a glükokálicin 
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3. ábra. Fibrinogén alvadási idő mérése különböző mennyiségű glükokálicin és annak trip-
szines emésztésével nyert frakciók jelenlétében (29) 

125J-TROMBIN KÖTÉS 
KONTROLL%-A 

100 

4. ábra. A glükokálicin trombin kötés gátlása. A megfelelően kezelt és inkubált sejteket R A W P 
Millipore szűrőn gyűjtöttük össze és Beckman y-számlálóban értékeltük (29) 

20 40 60—»INKUBÁCIÓS IDO 
[MIN] 

5. ábra. A glükokálicin hatása a trombocita által megkötött trombin felszabadulására (29) 

és a belőle nyert peptid fragmentum trombin kötés gátlását. A 6. és 7. ábrán 
látható a kötött trombin és a szabad trombin összetartozó értékeinek kettős 
reciprok ábrázolása. Mindkét anyag kompetit ív gátlást hozott létre, a makro-
glükopeptid hatástalan volt ebben a rendszerben is. Ábrázolva az egyenesek 
meredekségét az inhibitor koncentráció (ez esetben a glükokálicin és a peptid 
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fragmentum) függvényében, az x tengely negat ív metszete megadja a gátlási 
konstanst . Az ábrázolást mutatja a 8. ábra: a gátlási konstans a peptid frag-
mentumra 15 nM és a glükokálicinre 30 nM. Nagy trombinkoncentrációban 
hasonló gátlás mutatkozott és a gátlási konstans 30 nM-nak adódott. Ebben 
a tartományban az összetartozó görbeseregek analízise nem adott egyértelmű 
elsőrendű összefüggést minden esetben. Ügy tűnik, hogy a nagy trombin 
koncentrációban, a kis trombin affinitású receptor tartományban más hatá-
sok is szerepet játszanak. Valószínűleg kialakul egy (glükokálicin-trombin-
trombocita) komplex , amelynek asszociációja és disszociációja is befolyásolja 
a reakciót. Egyelőre nincs bizonyíték arra, hogy ez in vivo is létrejönne 
v a g y csak az in vi tro teszt korlátozottságának következménye. Ezek az ösz-
szehasonlító in v i tro kísérleteink azt bizonyították, hogy a trombin kötés 
gátlási konstansa és a kötött trombin disszociációs konstansa a nagy és kis 
trombin affinitású receptor tartományban azonos értékek. A szeparált glüko-

6. ábra. A glükokálicin trombin kötés gátlása kis trombin koncentráció tartományban (0,1 — 
- 0,6 nM) (29) 

nM 

7. ábra. A glükokálicin tripszines emésztésével nyert peptid fragmentum trombin kötés gát-
lása kis trombin koncentráció tartományban (0,1 — 0,6 nM) (29) 
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8. ábra. A gátlási konstans meghatározása. Fe lvet tük a glükokálicin és annak tripszines 
emésztésével nyert peptid fragmentum kis trombin koncentráció tartományban történt 
trombin kötés gátlásának kettős reciprok ábrázolásából (6. és 7. ábrák) számított meredek-

ségnek a koncentráció függését. (29) 

kálicin megfelel azoknak a feltételeknek (reverzibilis trombin kötés; trombin 
kötés gátlása és a gátlás jellege, a molekula súlya és membránban való elhe-
lyezkedése), amivel körülírták a trombocita trombin receptorát. 

A membrán fehérjéket alkotó polipeptid láncok száma igen nagy: 
40 felett van. A 9. ábrán saját számozási rendszerünket tüntet tem fel. Tizen-
négy fő komponens különíthető el normál keresztkötésű 5 % SDS-poliakril-
ainid gélen (10). Ezek többségéről tudjuk már, hogy heterogén frakciók. 
Viszonyítási alapként fe l tüntettem a trombocita membránban található 
kontraktilis elemek összetevőit (16, 20) és az SH-tartalmú fehérjéket (1). 
Megjelöltem az ebben a rendszerben elválasztható membrán glükoproteinek 
helyét is (27). 1970-ben már megfigyelték, liogy a trombocitákról háromféle 
glükopeptidet lehet preparálni (30). Megfigyeltük, hogy enyhén modifikált 
sejten vagy beteganyagon a 100 000—150 000 molekula súly tartomány 
igen variábilisnak bizonyult (10). Ebben a régióban található a trombocita 
membrán glükoproteinjeinek fő tömege. Perjódsavas Schiff-festés és 125J 
jelölhetőség alapján normál keresztkötésű poliakrilamid gélen 3 glükoproteint 
tudtak elkülöníteni (2, 21, 22, 25, 31), majd az elekroforézis technikák segít-
ségével és in vitro proteáz kezelések hatásának elemzésével kiderült, hogy szá-
muk háromnál jóval több (27, 34). Alacsony koncentrációjú SDS (0,05%)-vel 
oldott trombocita membránból agarózzal immobilizált búzacsíra agglutinin-
nel végzett affinitás kromatográfiával sikerült elválasztani a trombocita 

A trombocita membrán glükoproteinjei 

8 * MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 



1 1 6 HASITZ M Á R I A 

M S Uontraktilis fehérje Glükoprotein SH 
összetevők tartalom 

1 200000 M X 
II 180000 HMM 
III 160000 
IV 150000 MR 1 X 
V 130000 
VI 117000 MH II 

VII юоооо III 
IV 

VIII 72000 X 

IX 59000 
X 50000 X 

XI 60000 A 

33000 TM X 
XII 27000 

26000 

21000 X 
xm 17000 

XIV 13000 TNC X 

9. ábra. Normál keresztkötésű 5%-SDS-poliakrilamid gél rendszerben javasolt számozási 
rendszerünk a trombocita membrán fehérjék jellemzésére (10) összevetve az irodalmi adatokkal 

membrán gliikoproteineket a többi membrán fehérjétől. A glükoproteinek 
mennyiségileg és minőségileg is megegyeztek a kiindulási mintában levő 
glükoproteinekkel (10. ábra). Az így nyert preparátum szénhidrát tartalomra, 
fehérjére előhíva is azonos anyagot tartalmazott (11. ábra). Az SDS-poliakril-
amid gélből elvált anyag mennyiségi fehérje meghatározása nagy mértékben 
megegyezett a PAS festés alapján számítható arányokkal (lásd 1. táblázat) . 
Az eredmények alátámasztották azokat az irodalmi adatokat is, amelyek 
szerint a trombocita membrán glükoproteinjei nem mennyiségi arányukban 
kötik a fehérje festésre használt coomassiee festékeket (9, 32).125J jelölt sejtből 
készített membrán kétdimenziós elektroforetikus futtatása után a 125J tar-
talmú foltok elhelyezkedése nem egyezett meg a PAS festett glükoprotein 
foltokkal (34). Az általam preparált glükoproteinek kétdimenziós elektroforé-

1. táblázat 

Az affinitás kromatográfiával tisztított glükoproteinek mennyiségi összehasonlítása 

Glükopro t e inek I I I í n IV 

Szénhidrátra előhívott (PAS festett) 
gélek (11. ábra) 44,5 22,2 11,1 22,2 

Gélből eluált anyag fehérje tartal-
mának aránya inikrofolin 
módszerrel mérve 46,9 24,3 11,9 16,9 
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Trombocita 
membrán 

10. ábra. PAS-festett 1/150 keresztkötésű 10%-SDS-poliakrilamid gél denzitogramja. A trom-
bocita membrán és a búzacsíra agglutininen végzett affinitás kromatográfiával tisztított 

membrán glükoproteinek összehasonlítása 

AB-WGA-N AFFINITAS KROMATOGRAFIAVAL 
SZEPARÁLT HUMÁN TROMBOCITA 
MEMBRÁN GLÜKOPROTEINEK 
0,67%Keresztkötésú 10% SDS-PAG 

elektroforetogrammok 

0.1-

0,1-

0,1 
e 
с 
S 
ir> 
a о 

COOMASSIE BRILLANT 
BLUE G 250 FESTETT 

P A S FESTETT 

10 (cm)GEL 

11. ábra. Szénhidrátra és fehérje előhívott 1/150 keresztkötésű 10%-SDS-poliakrilamid gél 
denzitogramja. Az affinitás kromatográfiával tisztított glükoproteinek minőségi összehason-

lítása 
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kétdimenziós elektrofore'zis egydimenziós 
elfő 0,1%SDS 

1 minta 1%SDS 
elfő 0,1 % SDS 
minta 5%(3ME.1%SDS 

120000 
100000 
87000 

150000 

OD 
550nm 

12. ábra. Affinitás kromatográfiával t i sz t í tot t membrán gliikoproteinek eloszlása, két dimen-
ziós elektro-foretogram. Semat ikus ábra 

zissel való tanulmányozása azt bizonyította, hogy a PAS festhető és fehérjére 
festhető gliikoproteinek azonosak (12. ábra). Immobilizált búzacsíra agglu-
tininnel NACHMAN és mtsai 150 000 és 200 000 molekulasúlyú glükoproteint 
preparáltak ( 2 3 ) , CLEMETSON és mtsai pedig a glükoprotein I-et (5). Azonban 
az általuk és általam alkalmazott eljárás néhány pontban lényegesen eltér: 
más a búzacsíra agglutinint immobilizáló ágens, más fajta és mennyiségű 
antiproteázokat és fehérje oldására más, más detergenst alkalmaztunk. 
Mindkét idézett munkacsoport 1% detergens koncentrációt alkalmazott, 
pedig K A H A N E és mtsai szerint a vörösvérsejt glükoproteinekből fele annyi 
kötődik ebben a koncentrációban a búzacsíra agglutininhez, mint az általam 
alkalmazott 0,05%-os koncentrációban (15). Ez a kötési képesség csökkenés 
úgy látszik heterogén és a glükoprotein I-et kevésbé érinti, mint a többi glüko-
proteint. Valószínűleg azért, mert a glükoprotein I gazdagabb di, és tri 
N-acetilglükozaminban, amelyeknek nagyobb az affinitásuk a búzacsíra agglu-
tininhez, mint a mono cukroknak (24). A glükoprotein I egy f ő és egy minor 
komponensből áll. A glükoprotein II és III rendkívül heterogén. Egyelőre 
csak a glükoprotein IV tűnik homogénnek. Más munkám alapján kiderült, 
hogy a glükoprotein I, amely ezzel a módszerrel is homogénnek mutatkozik, 
a membránban való orientáltsága alapján heterogén. 

A trombocita membrán gliikokálicinlglükoprotein I trombin kötésben játszott 

A trombocita lizisekor a 150 000 molekulasúlyú glükoprotein egy része 
vízoldhatóvá válik, ezt nevezték el glükokálicinnek és bebizonyították glüko-
kálix eredetét (26, 27, 28), másik része membránhoz kötötten marad, ezt ne-
vezik glükoprotein I-nek. Molekulasúlya redukáló körülmények között azo-
nos a glükokálicinéval (27). További jellemzésére szükség vol t olyan prepará-

szerepe 
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lási módszerre, amivel a glükoprotein I-et el l ehete t t választani a többi glüko-
proteinektől. A trombocita membránt nagy sókoncentrációval kezelve old-
hatóvá válik a glükoprotein I fele (11). Ez a minta egyéb komponenseket is 
tartalmaz, amitől búzacsíra agglutininen végzet t affinitás kromatográfiával 
t iszt ítottuk meg. Az így nyert minták analízise azt mutatta, hogy a glüko-
protein I molekulasúlya, elektroforetikus mobilitása alapján a töltése, immu-
nológiai viselkedése és búzacsíra agglutininnel szembeni viselkedése, teljesen 
azonos a glükokálicinnel (12). 

Az azonosságok kimutatása után logikus vo l t megnézni, hogyan visel-
kedik a glükoprotein I a trombin kötésben. Megvizsgáltuk, hogy sziálsav 
tartalomra azonos mennyiségű trombocita membrán, glükokálicin és glüko-
protein I milyen mértékben gátolják a trombocita trombin kötését . 25 m U 
trombin jelenlétében különböző lefutású telítési görbét kaptunk (13. ábra). 
Ha a trombin kötés gátlást a glükokálicin/glükoprotein I mennyiségére vonat-
koztattuk, azonos görbét adtak (14. ábra). Az a tény, hogy a membrán is 

1001 

- < о 

20 n mole 
SZIÁLSAV 

MEMBRÁN 
GLÜKOKÁLICIN 

•- NaCI OLDHATÓ GPROTI 
- x — Na Cl- DAL EXTRAHALT MEMBRÁN 

13. ábra. A trombocita membrán, a glükokálicin és a sóoldható glükoprotein I trombin kötés 
gátlása 25 m U trombin jelenlétében sziálsav tartalomra vonatkoztatva (29) 

TROMBIN 125 m U ? KÖTÉS GÁTLÁS 
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A — * MEMBRAN 
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14. ábra. A trombocita membrán, a glükokálicin és a sóoldható glükoprotein I trombin kötés 
gátlása 25 m ü trombin jelenlétében, a minták glükokálicin/glükoprotein I tartalmára vonat-

koztatva (29) 
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azonos trombin kötés gátlást, mutatott , ha azt a benne levő glükoprotein I-re 
vonatkoztattuk, azt bizonyítja, hogy a só oldás után membránban maradt 
glükoprotein I (detergens oldható glükoprotein I)-nek is azonos a szerepe a 
trombin kötésben, mint a glükokálicin és glükoprotein I-nek. Munkánk alap-
ján valószínűsíthető, hogy a glükokálicin/glükoprotein I azonos glükoprotei-
nek és betöltik a trombocita trombin receptorának funkcióját (29), külön-

15. ábra. A glükokálicin/glükoprotein I m e m b r á n b a n való elhelyezkedésének m o d e l l j e (12) 

bözőségük csak a membránban való orientáltságukban keresendő (12). Az 
elhelyezkedésre vonatkozó elképzelésünket sematikusan mutatja a 15. ábra. 
Glükoprotein I só oldás után membránban maradt része (a detergens oldható 
glükoprotein I) erősebben kötődik a lipoglükoprotein mátrixhoz, mint a 
sóoldható glükoprotein I és a glükokálicin. Azonban, ha ez a három glüko-
protein molekula azonos és mindenben azonos, nehéz elképzelni, miért létezik 
három különböző alakban: lazán k ö t v e (glükokálicin), hidrofób kötésekkel 
(sóoldható glükoprotein I) és szorosan (?) kötve (detergens oldható glüko-
protein I). Erre kétféle magyarázat lehetséges. Az egyik az, hogy a sejt élete 
folyamán ez a glükoprotein öregszik és ennek következtében kerül egyre kül-
sőbb régiókba a trombocita egyébként vastag membránjában. A másik el-
képzelésünk az, hogy ez a háromféle alak csak membrán készítési műtermék 
abban az értelemben, bogy in vivo ténylegesen csak egyfajta molekula léte-
zik. Ez azonban annak megfelelően, ahogy a sejt funkciója, életkora és külső 
körülményei megkívánják, a folyékony membrán (38) különböző rétegeiben 
látja el feladatát. Ezt a glükoproteint a sejt lízisekor „fixáljuk" abban a 
rétegben il letve állapotban, amelyben éppen volt. Ez a teóriánk (12) választ 
adhat arra a kérdésre is, hogy a sejt funkciója közben a trombin receptorok 
száma megszaporodhat (19, 29, 39). K i s koncentrációjú trombin jelenlétében 
500 kötőhely mutatható ki, azaz v a n olyan állapotban, hogy pept id része 
trombint képes kötni. Ahogy növekszik a trombin koncentráció a szekretáló 
sejtek a megkötött /vagy eltávozott glükokálicin/ glükoprotein I pótlására 
felszínre juttatják a membrán glükoprotein I-t. A trombin koncentráció 
növekedésével olyan folyamatok játszódnak le, amelynek következtében 
hozzáférhetővé válik a kötésért felelős peptid rész, amely a többi környező 

GLÜKOKÁLICIN 
Na Cl 0LDHAT0 
GLÜKOPROTEIN I 
DETERGENS 
OLDHATO 
GLÜKOPROTEIN I 
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molekula és saját sok cukrot is tartalmazó feje következtében eddig védve 
volt. Eközben azonban lejátszódik az aggregáció és szekréció folyamatainak 
bonyolult láncolata is. 

összefoglalva: 

A trombocita membrán glükoproteinjei részben glükokálix, részben 
„unit-membrán" eredetűek. Trombin kötési vizsgálataink alapján állíthatom^ 
hogy e különbözőképpen preparálható glükoproteinek szoros funkcionális 
rokonságban vannak. Munkánk alapján a glükokálicin/glükoprotein I komp-
lexet tekintjük a trombocita trombin receptorának. 
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NÁTRIUM-PUMPA (Na+К-AKTIYÁUTA MEMBRÁN 
ATPáz) JELENTŐSÉGE A NEUROKÉMIAI 

TRANSZMISSZIÓ POSZTSZINAPTIKUS 
SZABÁLYOZÁSÁBAN* 

TÖRÖK TAMÁS és Víz i E. SZILVESZTER 

Semmelwe i s O r v o s t u d o m á n y i E g y e t e m G y ó g y s z e r t a n i Intézete, B u d a p e s t 

Az ingerületátvitel egy kémiai anyag preszinaptikus membránból való 
felszabadulása és posztszinaptikus membrán receptoraihoz való kötődése 
révén megvalósuló fiziológiai fo lyamat . 

Az élő sejt intracelluláris tere nátriumban és kalciumban szegény, 
káliumban viszont gazdag. Ennek ellenkezője igaz az extracelluláris térre. 
Az intra és extracelluláris tér között fennálló egyenlőtlen Na-K ioneloszlást 
a Na-pumpa biztosítja. Ez a sejt működés egyik legősibb és legfontosabb mű-
ködése. O V E R T O N már 1 9 0 2 - b e n realizálta a Na-pumpa működésének jelen-
tőségét. Munkájában rávilágított arra, hogy az emberi szív 70 év során 2,4 X Ю9-
szer húzódik össze anélkül, hogy ezen óriási munkavégzés során az intracel-
luláris alacsony nátr ium és magas kálium koncentrációja számottevően meg-
változna. Az intracelluláris nátrium koncentráció alacsony szinten való tar-
tása külső kálium f ü g g ő ( S T E I N B A C H 1 9 4 0 ) , t ovábbá energia igényes folyamat 
( C A L D W E L L és mtsai 1 9 6 0 ) . Az energiát az ATP szolgáltatja ( S T R A U B 1 9 5 2 , G Á R -

DOS é s S T R A U B 1 9 5 7 ) . 

SCHATZMANN (1953) vörösvérsejten leírta, hogy egy szívglikozidával 
gátolható pumpa mechanizmus működik. S K O U (1957) idegszövetben bio-
kémiailag igazolta a Na-pumpa működését. E g y , a sejtmembránba lokalizált 
enzim (membrán ATPáz) felelős a Na-pumpa működéséért, melyet intracel-
luláris nátrium és extracelluláris kálium aktivál (1. ábra). 

Szívglikozidok gátolják mind a Na -f- K-akt ívál ta membrán ATPázt 
( S K O U és mtsai 1 9 7 1 , S I E G E L és V O G T 1 9 7 9 ) , mind a Na-pumpát ( C A L D W E L L és 
K E Y N E S 1 9 5 9 ) . Hatásuk a membrán külső oldalára lokalizálódik ( B R I N L E Y és 
M U L L I N S 1 9 6 8 ) , t ovábbá gátló hatásukat a kü l ső kálium ellensúlyozni ké-
p e s (1. B A K E R é s W I L L I S 1 9 7 2 ) . 

Az utóbbi évek kutatásai során bizonyítást nyert, hogy a Na -f- K-
aktíválta membrán ATPáz fontos szerepet játsz ik az ingerületátvitel pre-
szinaptikus szabályozásában (Vízi 1972, 1973, 1974, 1975a, b, 1977, P A T O N , 

V Í Z I és Z A R 1971, V íz i és TÖRÖK 1978). 

* I X . Membrán Transzpor t K o n f e r e n c i á n 1979. m á j u s 15 — 18 közöt t S ü m e g e n e lhang-
zot t e lőadás . 
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1. ábra. A p lazma membrán ion transzport fo lyamata i : 1. ATP- függő C a 2 + - p u m p a , melyet 
intracelluláris Ca2+ akt ivál (SCHATZMANN 1966. SCHATZMANN és VINCENZI 1969). 2. Ouabain 
függő N a + - p u m p a . A p u m p a elektrogén, m i v e l 1 A T P hasítása során 3Na + 2 K + - r a cserélődik 
ki (TÖBÖK és Víz i 1979). 3. Elektrogén N a + / C a 2 + csere, m e l y e t az ATP fokoz (BAKER és 

MCNAUGHTON 1978. DIPOLO és BEAUGÉ 1979), anélkül, h o g y A T P hasítás lé trejönne 

Jelen munkánkban összefoglaló jelleggel a posztszinaptikus membrán 
érzékenysége és a Na-pumpa (membrán ATPáz) között i kölcsönhatást tár-
gyaljuk. Az irodalmi adatok mellett saját kísérleti adatainkra is támasz-
kodunk. 

Tengeri malac taenia coli s imaizom készítmény (BÜLBRING 1954) jó 
lehetőséget kínált a posztszinaptikus membrán farmakológiai és fiziológiai 
jelenségeinek tanulmányozására, mive l a simaizom és az . idegszövet közötti 
szinaptikus távolság nagy (GABELLA 1 9 7 6 ) , szövet acetilkolin tartalma ala-
csony (Vízi 1976) és spontán elektromos aktivitása a kolinerg beidegzésétől 
független. 

A Na-pumpa stoichiometriája 

A Na-pumpa elektrogén jellege azt jelenti, hogy 1 molekula A T P hasí-
tása során több N a + ion hagyja el a sejtet, mint amennyi K + ion kerül fel-
vételre (1. táblázat). í g y a pumpa áramerősséget lioz létre a membránon 
keresztül, mely közvetlenül befolyásolja a membrán potenciált. Simaizoinon 
a M U L L I N S és N Ö D A ( 1 9 6 3 ) valamint a GORMAN és MARMOR ( 1 9 7 4 ) által leírt 
módosított „Goldman—Hodgkin—Katz" összefüggést használva a számított 
Na-pumpa kuplung arány 3Na : 2K : 1 A T P (TÖRÖK és YIZI 1 9 7 9 ) . Idegi struk-
túrájú szinapszisban (ganglion cervicale superius) a kuplung arány ugyan-
csak 3 : 2 ( B R O W N és SCHOLFIELD 1 9 7 4 ) . A pumpa működését t ek intve min-
den körülmények között elektrogén jellegű (THOMAS személyes közlés). 

Kimutatták, hogy az elektrogén N a + transzport külső kál ium (K^) 
függő ( A D R I A N és SLAYMAN 1 9 6 6 , BOLTON 1 9 7 1 , 1 9 7 3 , N I S H I és KOKETSU 
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1 . t á b l á z a t 

A N a - p u m p a s t o i c h i o m e t r i á j a ( 1 A T P h a s í t á s a s o r á n t r a n s z p o r t á l t N a é s К i o n o k m e n n y i s é g e ) 

Preparátum Na : К Irodalmi adatok 

Ó r i á s a x o n ( s q u i d ) 

( l o l i g o ) 

3 : 2 
2 : 1 

v á l t o z ó 
3 : 2 

2 — 3 : 1 

B A K E R és SHAW ( 1 9 6 5 ) . 
S J O D I N é s BEAUGÉ ( 1 9 6 7 ) . 
B R I N L E Y é s MULLINS ( 1 9 7 4 ) . 
H O D G K I N és K E Y N E S ( 1 9 5 5 ) . 
CALDWELL és m t s a i ( 1 9 6 0 ) . 

R á k n e u r o n 3 2 B A K E R ( 1 9 6 5 ) . 

C s i g a n e u r o n ( N a + i n j . ) 3 - 4 2 - 3 THOMAS ( 1 9 6 9 ) . 

M o l l u s z k a n e u r o n 2 1 GORMAN és MARMOR ( 1 9 7 4 ) . 

B é k a h a r á n t c s í k o l t i z o m 3 : 1 
v á l t o z ó 

3 : 2 
3 : 2 
2 : I 

MULLINS é s NÖDA ( 1 9 6 3 ) . 
A D R I A N é s SLAYMAN ( 1 9 6 6 ) . 
D Y D Y N S K A é s HARRIS ( 1 9 6 6 ) . 
E R L I J é s GRINSTEIN ( 1 9 7 6 ) . 
B E A U G É é s SJODIN ( 1 9 7 6 ) . 

P a t k á n y g a n g l i o n c e r v i c a l e 
s u p e r i u s 3 2 B R O W N és SCHOLFIELD ( 1 9 7 4 ) . 

T e n g e r i m a l a c t a e n i a co l i s i m a i z o m 3 
2 
3 
3 

2 
1 
2 
2 

BRADING és WIDDICOMBE ( 1 9 7 4 ) . 
CASTEELS é s WUYTACK ( 1 9 7 5 ) . 
DROOGMANS és CASTEELS ( 1 9 7 6 ) . 
TÖRÖK é s VIZI ( 1 9 7 9 ) . 

E m b e r i v ö r ö s v é r s e j t 3 
3 
3 
3 

2 
2 
2 
2 

S E N é s POST ( 1 9 6 4 ) . 
WHITTAM é s AGER ( 1 9 6 5 ) . 
GARRAHAN és GLYNN ( 1 9 6 7 ) . 
GARRAHAN ( 1 9 7 0 ) . 

1968, C A S T E E L S és mtsa i 1971, B R O W N és mtsai 1969, 1972, C A R P E N T E R 1970, 
K E R K U T é s T H O M A S 1 9 6 8 , T H O M A S 1 9 7 2 , L E E S é s W A L L I S 1 9 7 4 , B A K E R é s 

mtsai 1969, R A N G és R I T C H I E 1968, T O M I T A és Y A M A M O T O 1971, W E S P I 1969). 
Megvonva a K + - t a kü l ső közegből a transzmitter felszabadulás fokozódik 
(Vízi 1972, B A K E R és C R A W F O R D 1975), mely a posztszinaptikus membrán 
depolarizációjában nyi lvánul meg. A pumpa gátlás a fokozott transzmitter 
felszabadulás okozta depolarizáción túlmenően az effektor sejtet is depola-
rizálja, nehéz tehát eldönteni , hogy a fokozott transzmitter felszabadulás 
milyen mértékben fele lős az elektrofiziológiai módszerekkel mért depolari-
zációért. Taenia coli s imaizomon K + - m e g v o n á s r a három fázisú membrán po-
tenciál változást észle l tünk (2. ábra), amely v iszont atropin rezisztensnek 
bizonyult (TÖRÖK és V í z i , nem közölt adat) , így a transzmitter, az ACH hatása 
kizárható. Ennek fe l t ehetően az az oka, liogy a szinaptikus távolság taenia 
colin jóva l nagyobb, m i n t más szinapszisokban (GABELLA 1976). A kezdetben 
észlelt depolarizáció az elektrogén Na-pumpa gát lásának a következménye . 
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°1 
OUABAIN 

» 

К*-men tes P e r c 

2. ábra. Tengeri-malac taenia coli s imaizom. „Single sucrose-gap" módszer. К™ -mentes közeg 
hatására a membrán potenciál változást ( E m , mV) az idő függvényében (min) mértük. Az E m 
vál tozás három fázisú. 5,9 mM K+-visszaadásra elektrogén hiperpolarizáció j ö n létre, melynek 
során a E m 8 mV-al túlhaladja a E K - t (TÖRÖK és Vízi 1979) ( • ) ; 2 X 10~5M ouabain az elektro-

gén hiperpolarizációt meggátolja ( • ) 

2. táblázat 

A Na-pumpa „turnover rate"-je (1 pumpa helyen 1 perc alatt transzportált N a + száma) 

P r e p a r á t u m 
„ turnover 

r a t e " ( m i n ) - 1 Irodalmi a d a t o k 

Óriás axon 2 900 B A K E R é s S H A W ( 1 9 6 5 ) . 

Nyúl vágus rost 
(nyugalmi) 

• ( P T H P ) 
(20 °C max) 
(37 °C) 

• ( P T H P ) 
(K+-visszaadás) 
(K+-visszaadás) 

240 
1 500 
1 740 
3 480 

480 
1 320 
1 380 

K E Y N E S é s R I T C H I E ( 1 9 6 5 ) . 
R A N G é s R I T C H I E ( 1 9 6 8 ) . 

D E N H E R T O G é s R I T C H I E ( 1 9 6 9 ) . 

L A N D O W N E é s R I T C H I E ( 1 9 7 0 ) . 

V I Z I é s T Ö R Ö K , n e m k ö z ö l t a d a t 

Béka harántcsíkolt izom 
(nyugalmi) 
( K + visszaadás) 

• *180. ( imp. ) - 1  

200 
15 000 

R I T C H I E é s m t s a i ( 1 9 7 6 ) . 
E R L I J é s G R I N S T E I N ( 1 9 7 6 ) . 

Tengeri malac taenia coli simaizom 
(nyugalmi) 
(К + -v isszaadás) 

1 320 
5 340 

B R A D I N G é s W I D D I C O M B E ( 1 9 7 4 ) . 
TÖRÖK é s V í z i ( 1 9 8 0 ) . 

Tengeri malac ileum (max.) 15 660 B O L T O N ( 1 9 7 3 ) . 

Emberi vörösvérsej t 6 000 
10 500 

H O F F M A N é s I N G R A M ( 1 9 6 9 ) . 
E L L O R Y é s K E Y N E S ( 1 9 6 9 ) . 

Különböző szövetek 3 5 0 0 - 1 5 000 B A K E R é s W I L L I S ( 1 9 7 2 ) . 

• tetanusz utáni hiperpolarizáció során 
* * egy ingerlést követően 
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5,9 mM külső K + visszaadása elektrogén hiperpolarizációt eredményez, 
melynek során a membrán potenciál 41 mV-ta l nő. Ilyen körülmények k ö z ö t t 
egyedül és kizárólag az elektrogén Na-pumpa felelős a membrán potenciál 
változásért, hiszen 2 х Ю - 5 M ouabain a hiperpolarizációt teljesen meggátol ta 
(2. ábra). Ugyanakkor az ouabainnal gátolható N a + vesztés 4,08 p-mol . c m - 2 . 
• s e c - 1 (TÖRÖK és Vízi 1980) és mivel 1 f im 2 sejtmembrán 250—300 p u m -

pa helyet tartalmaz ( B R A D I N G és W I D D I C O M B E 1974), a pumpa „turnover 
rate"-je 5340/min. (2. táblázat). Nyugalmi körülmények között a p u m p a 
„turnover rate"-je 1320/min (BRADING és WIDDICOMBE 1974). I l eumon 
acetilkolinnal kiváltott depolarizáció u tán a pumpa maximális turnover 
rate-je 15 660 (BOLTON 1973), mely jó összefüggésben áll BAKER és W I L L I S 

(1972) által más szöveteken megadott maximális pumpa turnover rate-te l 
(3500—15 000: 2. táblázat). 

A Na-pumpa által létrehozott áramerősség 

Ha a Na-pumpa stoichiometriája 3 : 2 : 1 , úgy a Na + -vesztés 1/3-a 
nincs kapcsolatban K + belépéssel. Nyugalmi körülmények között a te l jes 
pumpált N a + mennyisége 2,79 p-mol • c m - 2 • s e c - 1 ( B R A D I N G és W I D D I -

COMBE 1974), így 0,93 • 10"7 A • c m - 2 a p u m p a által létrehozott áramerősség 
(3. táblázat). Mivel a membrán ellenállás 50—80 k ß c m - 2 (TOMITA 1970), a 
Na-pumpa 2 ,7—5,4 mV-os feszültséggel működik közre a membrán potenciál 
fenntartásában. 

3. táblázat 

A Na-pumpa által létrehozott áramerősség. (1 cm2 membrán felületen 0,1 /íA-ben ki fejezve) 

Preparátum x l 0 - ' A . (cm)-» Irodalmi adatok 

Tintahal axon (max . ) 5 0 , 0 0 HODGKIN é s KEYNES 1 9 5 5 

Nyúl vágusz rost 
•'(РТНР, max.) 

(K+ -visszaadás) 
4 , 0 0 
0 , 9 7 

LANDOWNE é s RITCHIE 1 9 7 0 
VIZI és TÖRÖK, nem közölt adat 

Tengeri malac taenia coli simaizom 
(nyugalmi) 
(nyugalmi, C l - h iány) 
(K+ -visszaadás, max . ) 
(nyugalmi) 
(K+-visszaadás) 

8 , 0 0 
1 , 2 0 
7 , 4 0 

• • 0 , 9 3 
• • 1 , 3 6 

• • • 0 , 4 1 

CASTEELS 1 9 6 9 
DROOGMANS é s CASTEELS 1 9 7 6 

BRADING é s WIDDICOMBE 1 9 7 4 
TÖRÖK és V í z i 1980 

Tengeri malac i leum (max.) 1 0 , 0 0 BOLTON 1 9 7 3 

• tetanusz utáni hiperpolarizáció során 
• • sejt térfogat/felszín arány: 1,5 FIM (FREEMAN—NARROD és GOODFORD (1962) 

• • • sejt térfogat/felszín arány: 0,39 fim (GABELLA 1976) 
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Tintahal axonon a maximális „ p u m p current" 5 p A • c m - 2 (HODGKIN 
és K E Y N E S 1 9 5 5 ) . Mivel s imaizmon az akciós potenciál létrehozásában az extra-
celluláris Ca 2 + döntő szerepet játszik ( B R A D I N G és TOMITA 1 9 6 8 , B Ü L B R I N G 

és TOMITA 1 9 6 9 , BRADING, BÜLBRING és TOMITA 1 9 6 9 , NONOMURA és mtsa i 
1966) és az 1 fim2 membrán felületre e s ő pumpahelyek száma alacsonyabb, 
mint ideg v a g y harántcsíkolt izom preparátumokon (4. táblázat), é r t h e t ő , 
hogy a p u m p a simaizomon i lyen kis mértékű szerepet játsz ik a membrán poten-
ciál fenntartásában nyugalmi körülmények között. Ha f igyelembe v e s s z ü k , 
hogy minden egyes s imaizom sej tmembrán felülete kb . 168 000 caveo lá t 
tartalmaz (GABELLA 1976) a sejt felszín/térfogat aránya 0,39 csupán, m e l y 
a membrán ellenállást 13—21kí2cm _ 2 - re csökkenti (BRADING közlés alatt) . í g y 
a pumpa m é g kisebb mértékben működik közre a membrán potenciál fenn-
tartásában. N a + terhelést követően ( K + - m e n t e s kezelés) a külső közegbe 
visszaadott K + elektrogén hiperpolarizációt hoz létre (2., 3a. ábra), m e l y n e k 
nagysága a kezdeti N a + terhelés f ü g g v é n y e (3. ábra). A hiperpolarizáció 
mértéke és a membrán vezetőképessége között összefüggést talál tunk (3b. 
ábra). 

4. táblázat 

A /tmz membrán felületre eső Na-pumpa helyek s z á m a (a meghatározások alapját 3 H-ouabain 
és -TTX kötődések képezik) 

Preparátum 
Na.pumpa 

helyek száma 
W 

Irodalmi adatok 

Óriás axon 2 7 0 
1 0 3 — 1 0 4 

5 5 0 
1 0 0 

HODGKIN é s HUXLEY 1 9 5 2 
BAKER é s WILLIS 1 9 7 2 
LEVINSON é s MEVES 1 9 7 5 
MULLINS 1 9 7 5 

Nyúl vágusz rost 5 5 0 
7 5 0 
1 1 0 

LANDOWNE és RITCHIE 1 9 6 9 
LANDOWNE és RITCHIE 1 9 7 0 
RITCHIE é s m t s a i 1 9 7 6 

Rák ideg 4 9 K E Y N E S é s m t s a i 1 9 7 1 

Homár óriás a x o n 1 2 0 0 NABAHASHI é s m t s a i 1 9 6 4 

Homár ideg 3 6 
9 0 

K E Y N E S é s m t s a i 1 9 7 1 
RITCHIE é s m t s a i 1 9 7 6 

Béka harántcsíkolt izom 3 8 0 
1 6 0 0 

ALMERS é s LEWINSON 1 9 7 5 
ERLIJ é s GHINSTEIN 1 9 7 6 

Tengeri malac taenia coli s imaizom 2 5 0 - 3 0 0 BRADING é s WIDDICOMBE 1 9 7 4 

Emberi vörösvérsejt 1 
1 

> 1 

ELLORY é s KEYNES 1 9 6 9 
DUNHAM é s HOFFMAN 1 9 7 1 
BAKER é s WILLIS 1 9 7 2 

Különböző szövetek 5 0 0 — 1 5 0 0 BAKER é s WILLIS 1 9 7 2 
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- K'-mente 

Г - Н 

2̂00 ms 
,2e00ms 

3. ábra. Tengeri-malac taenia coli simaizom. „ D o u b l e sucrose-gap" módszer, a) K + - m e n t e s 
közeg hatása az i z o m elektromos és mechanikus aktivitására. 1 0 - 5 A (200 msec i d ő t a r t a m ú ) 
kifelé irányuló áram „spike"-t: 1 0 - 6 A (3000 msec időtartamú) befelé irányuló áram e lektro-
tónusos potenciált hoz létre. K + - m e n t e s közeg depolarizációt , kontrakciót és átmeneti m e m b -
rán ellenállás növekedést okoz. 5,9 mM K + -v i s szaadására hiperpolarizáció, relaxáció és m e m b -
rán vezetőképesség növekedés j ö n létre, melynek intenz i tása a kezdet i Na + - terhelés f ü g g v é -
nye. b) összefüggés az elektrogén hiperpolarizáció (abszcissza, logaritmikus lépték) és a m e m b -
rán ellenállás (ordináta, lineáris l épték) között kü lönböző ideig tartó N a + - t e r h e l é s ( K + - m e n t e s 

közeg) u t á n visszaadott 5 ,9 m M K + hatására 

Figyelembe véve, hogy a sejt felszín/térfogat aránya 1,5 gm ( F R E E -

M A N — N A R R O D és G O O D F O R D 1962), 4,08 p-mol • c m - 2 • s e c - 1 a pumpa által 
transzportált N a + mennyisége és az általa létrehozott áramerősség 1,36 • 10~ 7 

A • c m - 2 . í g y a számított membrán potenciál változás 7—11 mV. Ha azonban 
G A B E L L A (1976) eredményét vesszük f igye lembe az áramerősség 0,41 • 10" 7 

A • cm" 2 és a membrán potenciál változás 0,5—0,9 mV mindössze. Meg kell 
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azonban jegyezn i , hogy К r-visszaadására a membrán vezetőképessége n ő 
(lásd 3a ábrát), tehát az E m változás s zámí to t t értékei valószínűleg még ala-
csonyabbak. A mért hiperpolarizáció 8 mV- ta l meghaladja a számított E r - í . 
Elsőrendű kinet ikával ( K A O és N I S H I Y A M A 1 9 6 9 ) számított N a vesztés , ,rate 
konstansa" 50-szer nagyobb, mint a N a + felhalmozódásé K + -mentes közeg -
ben (TÖRÖK és Víz i 1 9 7 9 ) . 

Összefoglalva tehát az elektrogén N a - p u m p a gátlása során mért depola-
rizáció (5—7 mV) közel egyez ik a számított értékkel, v i s zont a pumpa izga-
tása során je lentkező hiperpol arizacio messze túlhaladja a számított Ern vá l -
tozást . Ouabainról — mely a hiperpolarizációt teljesen meggátolta — t u d j u k , 
hogy: a membrán külső oldalán hat ( C A L D W E L L és K E Y N E S 1959, B R I N L E Y 

és MULLINS 1968) , az extracelluláris N a + elősegíti a membránhoz való kö tő -
dését ( B A K E R és M A N I L 1968, B A K E R és W I L L I S 1972), a ( K ) K viszont gá to l ja 
azt ( B A K E R és CONNELLV 1966, BAKER és W I L L I S 1969, 1970). Úgy t ű n i k t e -
hát , hogy a membrán külső oldalára lokalizálódó, ouabainnal gátolható és 
К -mal akt ivá lható pumpahely (membrán ATPáz) felelős te l jes mértékben az 
i lyen körülmények között mért E m vá l tozásért . 

Az elektrogén Na-pumpa és a szövet kalcium koncentráció közötti összefüggés 

Az intracelluláris ionizál t kalcium koncentráció nagyságrendekkel ala-
csonyabb mint az extracelluláris ( C A L D W E L L 1 9 6 9 , A S H L E Y 1 9 7 1 , C A S T E E L S 

és mtsai 1 9 7 3 ) . Óriás axonon a Ca-efflux Na-függő ( B A K E R és mtsai 1 9 6 9 ) . 

Az óriás axonhoz hasonlóan számos szöve ten ( K A L I X 1 9 7 1 , B I R K S és C O H E N 

1 9 6 8 , R E U T E R és SEITZ 1 9 6 8 , B L A U S T E I N és ECTOR 1 9 7 6 , GLITSCH és mtsa i 
1 9 7 0 , B A K E R 1 9 7 2 , R E U T E R és mtsai 1 9 7 3 , B L A U S T E I N 1 9 7 7 , K A T A S E és T o -
MITA 1 9 7 2 , B R A D I N G 1 9 7 3 , 1 9 7 8 , B R A D I N G é s W I D D I C O M B E 1 9 7 6 , S T A H L é s 

SWANSON 1 9 7 2 , B A K E R é s M C N A U G H T O N 1 9 7 6 , B L A U S T E I N é s H O D G K I N 1 9 6 9 , 

D I P O L O és B E A U G É 1 9 7 9 ) a Na-elektrokémiai grádiense fe le lős a Ca2+ se j tből 
való kiűzéséért ( 1 . ábra). A T P szükséges a N a / C a cseréhez ( B A K E R és M C N A U G H -

TON 1 9 7 6 , D I P O L O és B E A U G É 1 9 7 9 ) , melynek oka m a még ismeret len. 
A N a + e lektrokémiai grádiensének létrehozásáért azonban a Na-pumpa fe le-
l ő s ( B A K E R 1 9 7 2 ) . 

Ha K + - m e g v o n á s s a l gátoljuk a p u m p á t , az intracelluláris N a + f e lhal -
mozódással párhuzamosan csökken a Na-grádiens. A s z ö v e t N a + t a r t a l m a 
9,5 ± 0,8 m - m o l • kg" 1 friss súly (f. s.)-ról 62,1 ± 3,8 m - m o l • k g " 1 f . s .-ra 
nő, a K+ 53 ,8 ± 2,5 m-mol • kg" 1 f. s . -ról 0,7 ± 0,1 m - m o l • k g - 1 f . s .-ra 
csökken az ötórás Na-terhelés során. A szövet Ca-tartalma azonban nem 
változik ( 5 . táblázat) . E n n e k valószínű oka az, hogy a SCHATZMANN ( 1 9 6 6 ) 

által elsőként proponált p lazma membrán ATP-függő Ca 2 + -pumpa kapaci -
tása (1. ábra) kompenzálni képes a Na~ grádiens lecsökkenéséből származó 
fokozott Ca 2 + belépést. I d e g preparátumok Ca 2 + - tartalma sem változik szig-
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5. táblázat 

Tengeri malac taenia coli * La3»-módszerrel mér t iontartalmai 

Na+ Ca++ I 

Kontroll 7 6 , 8 ± 0 , 9 5 3 , 8 ± 2 , 5 9 ,5±0 ,8 2 , 0 ± 0 , 2 

K-mentes (5 óra) 8 8 , 7 ± 1 , 1 0 , 7 ± 0 , 1 62 ,1±3 ,8 2 , 0 ± 0 , 2 

5,9 mM K-visszaadása (10 perc) 

23,6 mM K-visszaadása (10 perc) 

47,2 mM K-visszaadása (10 perc) 

8 0 , 6 ± 2 , 5 1 0 , 7 ± 0 , 3 51 ,9±2 ,0 2 , 5 ± 0 , 2 

8 0 , 9 ± 1 , 1 2 5 , 0 ± 0 , 7 45 ,9±1 ,4 2 , 9 ± 0 , 2 

8 1 , 4 ± 2 , 0 3 1 , 1 ± 0 , 9 39 ,9±1 ,4 , 3 , 5 ± 0 , 3 

• az extracelluláris- és membrán-kötött ionok kimosásához 10 percen át 10 m M LaCl3 tar-
talmú izotóniás szukróz oldatban tartottuk a preparátumokat 0 °C-on. ( n = 8 ) 

A szövet iontartalmait Pye-Unicam atomabszorpciós spektrofotométerrel mértük. 

nifikánsan a N a + terhelés során ( B A K E R és B L A U S T E I N 1 9 6 8 , V í z i 1 9 7 7 ) . 

Ha azonban N a + terhelt preparátumon a nátrium grádienst megfordítjuk 
(„reversed Na + -gradient") azáltal, hogy az extracelluláris Na koncentrációt 
lecsökkentjük (L i + , kolin stb. helyettesítés) , nemcsak fokozott Ca2 +-belé-
pést, hanem egy t iszta kalcium felhalmozódást kapunk az intracelluláris 
térben ( B A K E R és B L A U S T E I N 1 9 6 8 , B R A D I N G 1 9 7 8 ) . Ugyancsak szignifikánsan 
nő a szövet Ca2+ -tartalma Na + - terhelést ( K + - m e n t e s közeg) követően, 
ha különböző (Kj<) koncentrációkat adunk vissza a külső közegbe (5. táblá-
zat). I lyen körülmények között a külső K + emelésére az elektrogén hiper-
polarizáció növekedik (TAYLOR és mtsai 1 9 7 1 ) , fokozódik a N a + - v e s z t é s és 
а К 1-felhalmozódás és a belépő Ca2 , mennyisége (1. 5. táblázat). A hiper-
polarizáció eredményeként az izom elernyed, annak ellenére, hogy az intra-
celluláris Ca2+ — (valószínűleg szabad) — koncentráció emelkedik. Külső 
K + (23,6 : 47,2 mM) visszaadása esetén a Nernst összefüggés értelmében 
depolarizációt kellene kapnunk, vagyis az egyenlet i lyen körülmények kö-
zött nem érvényes. A K + - visszaadása pillanatában a sejtünk mindössze any-
nyiban különbözik egy intakt sejttől, hogy az ( К + ) ь Na + -ra cserélődött ki, 
valamint az E m —5; — 1 0 mV-ra csökkent. 

Ouabain különbözőképpen befolyásolja a fenti változásokat: 1. hiper-
polarizáció és relaxáció nem jön létre, 2. részben gátolja a N a + - v e s z t é s t és 
K + - fe lhalmozódást , 3. egyáltalán nem befolyásolja a Ca2 +-felhalmozódást. 
Az intracelluláris K + koncentrác ió követi a Nernst egyenlet alapján számított 
passzív K + megoszlást. A ouabain-független (passzív) Na + -vesztés extra-
celluláris Ca2+ függő ( B A K E R és mtsai 1 9 6 9 , DIETMER és ELLIS 1 9 7 8 ) . Extra-
celluláris Ca2+ szükséges az elektrogén hiperpolarizáció létrejöttéhez is (4. 
ábra). Na + - terhelést követően a visszaadott K + bár repolarizálja a membránt , 
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K+-mentes К -mentes 

4. ábra. Tengeri-malac taenia coli s i m a i z o m . „Single sucrose-gap" módszer . 5,9 mM K + -
megvonásának és -v isszaadásának hatása i a membrán potenciálra (E m , inV) és spontán tüske 
akt iv i tásra kalcium (2 ,5 inM) je lenlétében és hiányában ( + 0,1 mM EGTA). K + - m e g v o n á s r a 
2,5 m M Ca2+ j e l e n l é t é b e n gyors depolarizáció és a tüske t evékenység frekvenciájának fokozó-
d á s a jön létre. K + - v i s s z a a d á s r a hiperpolarizáció és rész leges tüske akt iv i tás gátlás je lentke-
zik. Ca 2 + -h iányban ( 0 , 1 mM EGTA je lenlétében): az e l ektrogén hiperpolarizáció K + -v issza-
adásra (a Ca2+ h iány időtartamától f ü g g ő e n ) csökken. Ca 2 + visszaadására a E m átmeneti leg nő 

azonban utóhiperpolarizáció n e m jön létre, ha az extracelluláris kalciumot 
megvonjuk (0,1 m M EGTA jelenlétében). Más posztszinaptikus membránokon 
(cervikális ganglionon és gyomor preparátumon) az elektrogén hiperpolarizáció 
ugyancsak Ca 2 + - függőnek bizonyult (BROWN és mtsai 1 9 7 2 , O H B A és mtsai 
1 9 7 5 ) . A jelenség igazi okát ma még nem ismerjük. Elgondolkoztató, hogy 
míg az élő sejt izgalmi jelenségeihez (depolarizáció, kontrakció, transzmitter 
anyagok szekréciója stb.) Ca2+ szükséges, addig ugyancsak extracelluláris 
Ca2 +-belépése szükséges a gátló jelenségei (hiperpolarizáció, relaxáció, transz-
mitter felszabadulás, gátlás) létrejöttéhez is. 

A Na-pumpa és a posztszinaptikus nikotin- és muszkarinszerű receptor izgatása 
közötti kölcsönhatás 

Cervicalis ganglionon elsőként PASCOE ( 1 9 5 6 ) , BROWN ( 1 9 6 6 ) , K O S T E R -

LITZ és mtsai ( 1 9 6 8 ) vetették fel , hogy az elektrogén Na-pumpa szerepet 
játszhat a posztszinaptikus receptor ACh-nal és karbamilkolin-nal való izga-
tásánál. Az ál taluk létrehozott depolarizációt ugyanis egy viszonylag hosz-
szan tartó ún. , ,utóhiperpolarizáció" követte a kimosás után. K.+-mentes 
közeg az utóhiperpolarizációt csökkentette (KOSTERLITZ és mtsai 1 9 6 8 ) . 

A hiperpolarizáció az elektrogén Na-pumpa működésének a következménye, 
melyről ismeretes, hogy működéséhez a (K )r elengedhetetlenül szükséges. 
Szimpatikus ganglionon az ún. lassú gátló posztszinaptikus potenciál (i. p. s. p.) 
ugyancsak az elektrogén pumpa aktivációjának a következménye (NISHI 
és KOKETSU 1 9 6 8 ) . A hiperpolarizáció az esetben is létrejön, ha a membrán 
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potenciál (E m ) eléri a E K - t (KOSTERLITZ és mtsai 1 9 7 0 , L E E S és W A L L I S 1 9 7 4 ) . 

Az utóhiperpolarizáció hőmérséklet függő ( P A S C O E 1 9 5 6 , B R O W N és mtsai 
1 9 7 2 , B R O W N és S C H O L F I E L D 1 9 7 4 ) , ouabainnal gáto lható ( L E E S és W A L L I S 

1 9 7 4 , B R O W N és mtsa i 1 9 6 9 , 1 9 7 2 , B R O W N és S C H O L F I E L D 1 9 7 4 ) , v a l a m i n t 
külső N a + (Na + )k f ü g g ő (KOSTERLITZ és mtsai 1 9 7 0 , L E E S és W A L L I S 1 9 7 4 ) . 

Az utóhiperpolarizáció és az azt megelőző depolarizáció nagysága egyenes 
arányban áll ( B R O W N és mtsai 1 9 7 2 ) . K + - m e n t e s o ldatban a depolarizáció 
ACh hatására létrejön, a hiperpolarizáció azonban csak akkor fe j lődöt t ki, 
ha a K + -t v isszaadták a külső közegbe ( K O S T E R L I T Z és mtsai 1 9 7 0 ) . A E m 

növekedése anyagcsere és ionális függőségét t ek in tve a miel inmentes ideg-
roston R I T C H I E és S T R A U B ( 1 9 5 7 ) va lamint R A N G és R I T C H I E ( 1 9 6 8 ) által 
leírt te tanusz utáni hiperpolarizációhoz ( P T H P ) n a g y o n közel áll. Az utó-
hiperpolarizáció ampl i túdója külső K + (12,5 MM) visszaadása esetén növek-
szik ( L E E S és W A L L I S 1 9 7 4 ) , t ovábbá ha a Cl~-t n e m penetráló anionnal 
( iset ionat, benzenszulfonat) he lyet tes í te t ték ( B R O W N és mtsai . , 1 9 6 9 ) , 

mely a depolarizációt nem befolyásolta, a membrán ellenállást v i szont nö-
velte . 

Az extracelluláris K " Cs + -mal va ló he lyet tes í tése esetén az utóhiper-
polarizáció csökken (BROWN és mtsai 1969). A Cs+-ról ismeretes hogy m i n t e g y 
10 X gyengébb a N a - p u m p á t izgató hatása mint a K + -é ( B A K E R és C O N N E L L Y 

1966, R A N G és R I T C H I E 1968). 
B R O W N és S C H O L F I E L D ( 1 9 7 4 ) szolgáltattak direkt bizonyítékot arra, 

hogy a nikotinszerű receptor izgatása után valóban a Na-pumpa fele lős az 
utóhiperpolarizációért. Karbamilkolin 47,8 m-mol-lal növe l te az intracelluláris 
N a + koncentrációt. Ismeretes , hogy a ( N a + ) j emelkedése a N a - p u m p á t iz-
gatja ( B R I N L E Y és M U L L I N S 1 9 6 8 ) . 

K E R K U T és mtsai (1969) Aplysia neuron posztsz inaptikus membránján 
k imutat ták , hogy az ACh hiperpolarizációt okoz, me lynek oka fe l tehetően a 
N a + belépés fokozódásán keresztül az elektrogén N a - p u m p a izgatása lehet . 
A hiperpolarizációt a K + -megvonása , a N a L i + - m a l va ló helyettes í tése és 
ouabain alkalmazása gáto l ta . Ileum és taenia coecum, posztszinaptikus musz-
karinszerű receptor izgatása ACh-nal szintén depolarizációt okoz (BOLTON 
1 9 7 1 , B U R N S T O C K 1 9 5 8 , B Ü L B R I N G é s B U R N S T O C K 1 9 6 0 , B Ü L B R I N G é s K U R I -

YAMA 1963). Kimosás u t á n hiperpolarizáció jön létre, me ly köve tkezménye 
lehet az intracelluláris N a + megemelkedésének (BOLTON 1971). U e u m o n az 
utóhiperpolarizáció ACh kimosását köve tően 6,5 mV, m e l y e t 1 ,25x10"® g/ml 
ouabain felfüggeszt (BOLTON 1971). K " - m e n t e s és N a " - h i á n y o s o ldatban az 
ACh utáni repolarizáció késik. 

Taenia coli posztsz inaptikus muszkarinszerű receptorainak izgatása 
karhamilkolinnal depolarizációt és kontrakciót hoz létre (5. ábra). Az elektro-
tónusos potenciál vá l tozása koncentráció függőnek bizonyult . Ha küszöb-
koncentrációban (7,5 X 10" 8 M) alkalmaztuk a vegyü le te t , a membrán ellen-
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5. ábra. Tengeri-malac taenia coli s imaizom. . .Double sucrose-gap" technika. Váltakozó pola-
r i tású (időtartam: 5 sec) depolarizáló (5 X 10 _ 6 A), ill. hiperpolarizáló (9 X 1 0 _ 7 A ) áram által ki-
v á l t o t t tüske akt iv i tás , ill. e lektrotónusos potenciál. Karbakol hatásai a membrán potenciálra, 
t ü s k e tevékenységre, membrán vezetőképességre és mechanikus aktivitásra. 7 , 5 x l O _ 8 M 
karbakol hatására a membrán el lenállás nő, emelve a koncentrációt csökken. A depolarizáció 

és kontrakció koncentráció függő 

állás nőtt, emelve a koncentrációt csökkent. 5 х Ю - 5 M koncentrációban al-
kalmazva a vegyületet elektrotónusos potenciál gyakorlatilag nem mérhető. 
Gátolva a pumpát (K + -mentes közeg, ill. ouabain alkalmazása) a depolari-
záció és kontrakció a pumpa gátlás erősségétől függően csökkent, mely az 
intracelluláris N a + , K + koncentrációk megváltozásának lehet a következ-
ménye (6. táblázat) . Simaizomon a szarkoplazmatikus retikulum (SR) a sejt-
térfogat 2%-át teszi ki ( D E V I N E , SOMLYO és SOMLYO 1973). A SR Na + -gra-
diense a Na-pumpa gátlása során csökken, így a Ca2 +-t felhalmozó képessége 
zavart szenved (BRADING személyes közlés). Mivel a SR membránja rendkívül 
közel van a plazma membránhoz (GABELLA 1971, 1973), az ún. membrán 
junkciók m e n t é n elhelyezkedő muszkarinszerű receptorok depolarizációja 
n e m képes C a 2 + - t felszabadítani a SR-ból (BRADING 1976). 

Az elektrogén Na-pumpa fokozott működése (K + -v i s szaadása során) 
felfüggesztette a posztszinaptikus muszkarinszerű receptor depolarizáció-
jával kiváltott kontrakciót (6. ábra). 

Felmerül a kérdés, hogy milyen mérvű intracelluláris N a + felhalmozó-
dás szükséges a gátló hatás létrejöttéhez. 1 órás Na" terhelés során a szövet 
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6. táblázat 

Tengeri-malac taenia coli * La3+-módszerrel mért iontartalmai a ( K + ) k megvonása után különböző 
időtartamokban, továbbá a (K+) k visszaadása után karbamilkolin és ouabain hiányában és 

jelenlétében (1Л) 

friss/nedves 
szövetsúly 

(%) 

m-mol.kg- 1 friss súly friss/nedves 
szövetsúly 

(%) 1 K+ Na+ 1 

Kontroll 8 9 , 1 ± 1 , 3 5 5 , 0 ± 1 , 7 1 0 , 8 ± 0 , 7 

K-mentes (lh) 8 6 , 2 ± 0 , 9 3 7 , 5 ± 1 , 5 2 3 , 4 ± 0 , 8 

K-mentes (2h) 8 1 , 3 ± 2 , 3 1 9 , 3 ± 0 , 6 4 1 , 5 ± 2 , 1 

K-mentes (3h) 8 2 , 8 ± 2 , 1 5 , 0 ± 0 , 7 5 4 , 8 ± 2 , 0 

K-mentes (5h) 8 8 , 7 ± 1 , 1 0 , 7 ± 0 , 1 6 2 , 1 ± 3 , 8 

5,9 mM K-visszaadása (1 óra) 8 1 , 5 ± 1 , 9 
• * 9 1 , 3 ± 1 , 4 

5 7 , 2 ± 1 , 7 
4 , 7 ± 0 , 3 

1 5 , 3 ± 0 , 4 
6 7 , 5 ± 2 , 5 

5,9 mM K-visszaadása ± karba-
milkolin (5 X 1 0 - s M) (1 óra) 

8 4 , 8 ± 1 , 7 
• * 9 2 , 8 ± 0 , 6 

4 6 , 9 ± 1 , 8 
5 , 7 ± 0 , 2 

2 0 , 9 ± 1 , 0 
6 0 , 6 ± 2 , 0 

• az extracelluláris- és membrán-kötött ionok kimosására 10 percen át 10 mM LaCl3 
tartalmú izotóniás szukróz oldatban tartottuk a preparátumokat 0 °C-on (n = 8). 

• • 1 0 M ouhain jelenlétében. 

A szövet iontartalmait Pye-Unicam atomabszorpciós spekrofotométerrel mértük. 

Na + - tar ta lma több mint 2 X-re nő (6. táblázat), mely azonban még nem ele-
gendő 5 х Ю ~ 5 M karbamilkolin hatásának felfüggesztésére (6. ábra). Ha a 
Na terhelést fokozzuk (2, 3, 4 óra) a visszaadott K T meggátolja a már kifej-

ti. ábra. 5 x 1 0 _ 5M karbakol (i J) hatása taenia coli simaizom izometriás körülmények 
között mért mechanikus aktivitására különböző ideig tartó (60' : 120' : 180' : 240') N a + -
terhelés (OK) során. A kontrakció amplitúdója a Na+-terheléssel párhuzamosan csökken. 
Karbakol jelenlétében visszaadott 5,9 mM K + 120' : 180' : 240'-es Na + - terhelés u tán rela-
xációt hozot t létre. A relaxáció időtartama egyenes arányban áll a kezdeti Na + - terhe lés ide-

jével . Megj.: A K + - t 3 perccel a karbakol alkalmazása után adtuk vissza 
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lődött kontrakciót, melynek időtartama és a kezdeti Na-felhalmozódás mér-
téke egyenes arányban áll. 

Az elektrogén Na+ -transzport és a katekolaminok közötti kölcsönhatás 

Számos szöveten a katekolaminok fokozzák a jelzett Na + - e f f lux-o t , 
mely ouabainnal gátolható ( 7 . táblázat). Soleus izomroston C L A U S E N és 
F L A T M A N ( 1 9 7 5 , 1 9 7 7 ) k imutatták, hogy a katekolaminok hatására a Na + -
kiáramlás fokozódásán túlmenően a Na + -be lépés (influx) is csökken, melyek 
gátolhatok hűtéssel , ouabain alkalmazásával és /32-receptor antagonistákkal. 

Simaizomon adrenalin és noradrenalin (NA) hatására létrejövő hiper-
polarizáció és membrán ellenállás csökkenés a-receptoron keresztül valósul 

7. táblázat 

Katekolaminok hatásai a membrán potenciálra, ion-transzport folyamatokra különböző 
szöveteken 

Prepará tum Katekolamiuok I rodalmi adatok 

N y ú l vágusz rost ouabain érzékeny Na+-vesz tés Vízi és TÖRÖK (nem közölt adat ) 

Patkány rekeszizom 2 4Na-eff lux növekedés E V A N S é s S M I T H 1 9 7 3 

Béka sartorius i zom ouabain érzékeny 2 4-Na-efflux 
növekedés HAYS és mtsai 1974 

Harántcsíkolt izom N a — К transzport változás 
membrán potenciál változások 

B O W M A N é s N O T T 1 9 6 9 
DÁNIEL és m t s a i 1969 

Lassú izomrostok ouabain érzékeny hiperpolarizá-
ció SOMLYO é s SOMLYO 1 9 6 9 

Tengeri malac soleus és 
és extensor i zom 

hiperpolarizáció /?2-reeeptor TASHIRO 1 9 7 3 

Patkány soleus i zom hiperpolarizáció, Na-vesztés 
ouabain és hőmérséklet érz. 
hiperpol., /?2-receptor, membr. 
ellenállás nő, 
2 2Na-eff lux nő 
2 2Na-influx csökken 
4 2K-influx nő 
4 2K-eff lux csökken 

DOCKRY és m t s a i 1966 
CLAUSEN é s F L A T M A N 1 9 7 5 
W A N G é s C L A U S E N 1 9 7 6 
C L A U S E N é s FLATMAN 1 9 7 7 

Nyúl és béka pitvar izom 2 4Na-eff lux nő H A A S é s T R A U T W E I N 1 9 6 3 

Tengeri malac taenia coli 
simaizom 

4 2K-influx nő 
Na-pumpa fokozódás 

hiperpolarizáció 
ouabain érzéketlen hiperpola-

rizáció, Ca-függő, a-receptor 
К vez. kép. nő 

ouabain érzékeny hiperpolarizá-
ció, és Na-vesztés Ca-függő, 
a-receptor 

B O R N é s B Ü L B R I N G 1 9 5 6 

B U R N S T O C K 1 9 5 8 

B Ü L B R I N G é s TOMITA 1 9 6 9 b , 
1977b 

TÖRÖK és mtsai 1977 
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meg és extracelluláris Ca 2 + - függő ( B Ü L B R I N G és T O M I T A 1969b, 1977b) , épp-
úgy mint az ACh felszabadulást gát ló hatásuk (Vízi 1968, P A T O N és Y I Z I 

1 9 6 9 , YIZI 1 9 7 2 ) . 

G O D F R A I N D és m t s a i (1974) k i m u t a t t á k , hogy a N A fokozza a N a -f- K-
aktiválta ATPázt , mely hatáshoz Ca 2 + jelenlétére v a n szükség. A N A memb-
rán ATPázt izgató h a t á s á t más szerzők is igazolták (SCHAEFER és mtsai 
1972, Y O S H I M U R A 1973, L O G A N és O ' D O N O V A N 1975, G I L B E R T és m t s a i 1975, 
V E R A Á D Á M — V í z i és m t s a i 1979). 

Kísérleteinkben az adrenalin csökkente t te a (Na + )b - t , mely ouabain-
nal gáto lható volt (TÖRÖK és mtsai 1 9 7 7 , T Ö R Ö K és Y I Z I közlés a la t t ) . Az 
adrenalin alkalmazását követően az intracelluláris N a + koncentráció csök-
kenése az e lső 10 percben jóval in t enz ívebb volt (0 ,21 • m i n - 1 ) , m i n t az azt 
követő 50 perc során (0,05 • min" 1) , me lynek oka valószínűleg az, hogy a 
kezdeti gyors intracelluláris N a + koncentrác ió csökkenés miatt a N a + - p u m p a 
részleges gát lás alá kerül . 
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FÉNY- ÉS ELEKTRONMIKROSZKÓPOS VIZSGÁLATOK 
EMBERI CAROTIS TESTEKEN 

ÁBRAHÁM AMBRUS 

S z e g e d 

Összefoglalás 

A carotis testek funkcionálisan elsősorban számbajöhető alkatrészei a 
glomussejtek és az idegrostok. A glomussejtek két csoportot alkotnak. Az egyik-
be a kemoreceptorsejtek, a másikba a toksejtek tartoznak. A kemoreceptor-
sejtek poligonális testek. Citoplazmájukban az organellumok kifejezettek. 
A sejtmag kerekded, a kromatin homogén. A sejteket jellemzik az ozmiofil 
testek. A toksejtek hosszúkás, nyúlványos testek, a kemoreceptorsejtekhez 
társulnak, néha lepelként ráborulnak ezekre. Az idegrostok egy része a Schwann 
sejtekben helyezkedik el mezaxonmembránba burkolva. A másik, a nagyobbik 
rész, akemoreceptor sejtekből álló kerek sejtfészket sűrű fonadékkal veszi körül. 
A fonadékból rostok húzódnak a kemoreceptorsejtekhez és boutonok formájá-
ban ezeken végződnek. Az idegvégződések a kemoreceptorsejtekkel szinapszi-
sokat alkotnak. Ezeknek három formáját találtuk. Egyik a konvencionális 
szinapszis, a másik a zsákszinapszis, a harmadik a paralel kontaktus. A kon-
vencionális szinapszisokban megvannak mindazok az alkotórészek, amelyek a 
központi idegrendszer neuronjaiban megállapításra kerültek. A zsákszinapszi-
sok a boutonok felnagyított képei. Axolemmából, axoplazmából, szinaptikus 
vezikulumokból és mitokondriumokból állanak. A paralell kontaktusokban az 
axolemma és a citoplazma érintkezik egymással. Az axoplazmában szinaptikus 
vezikulumok és mitokondriumok vannak. A konvencionális szinapszisok peri-
férikusán, a zsákszinapszisok és a paralell kontaktusok centrálisán vezetnek. 
A kemoreceptorsejtekben nincsenek neuronális bélyegek, következésképpen 
nem interneuronok. A reciprok szinapszisokhoz hiányoznak a morfológiai ala-
pok. A kemoreceptorsejtek érzéksejtek. 

Bevezetés 

Az emberi carotis test (glomus caroticum) a carotis communis bifurcá-
tiójában fekszik, R I E G E L E (1928) szerint a mediális hátsó oldalon. Felső felével 
túlterjed az elágazáson és az artéria carotis interna falához simul. Vöröses, sár--
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gás, tömör testecske. Hossza 5 — 7 mm, szélessége 2 , 5 — 4 mm, vastagsága 
1 , 5 mm ( H E Y M A N S — N E I L 1 9 5 8 ) . Először T A V B E tesz róla említést 1 7 4 3 - b a n 
K J A E R G A A R D 1 9 7 3 ) . Ő szimpatikus ganglionnak tartotta és kicsiny volta miatt 
ganglion minutumnak nevezte. H A L L E R ( 1 7 6 2 ) ganglion exiguum, N E U B A U E R 

( 1 7 7 2 ) ganglion parvum névvel illette. A N D E R S C H ( 1 7 9 7 ) ganglion intercaro-
ticumnak, L U S C H K A ( 1 8 6 2 ) glandula caroticanak, A R N O L D ( 1 8 6 5 ) glomeruli 
arteriosi intercaroticinek, M A R C H A N D ( 1 8 9 1 ) nodulus caroticus-nak nevezte. 
Manapság a legtöbben a glomus caroticum elnevezést használjuk. 

Vérellátását a carotis internából vagy a carotis externából, esetenként 
mind a kettőből kapja. Idegrostjainak nagy része a nervus glossopharyngeusból, 
a kisebb a nervus vagusból , a még kisebb rész a nyaki szinpatikusból ered. 

Anyag, módszerek 

Vizsgálatainkat hullákból kapott és súlyos asthma bronchialéban műtét 
útján eltávolított carotis testeken végeztük. Fénymikroszkópos vizsgálataink-
hoz az anyagot 20%-os neutrális formaiinban rögzítettük. Az anyagból fagyasz-
tott metszeteket készítettünk. Ezek egy részét hemateinnel, hematoxilinnel és 
eozinnel festettük, a másik részt a Bielsovszky — Ábrahám és az Ábrahám-féle 
eljárás szerint impregnáltuk. 

Elektronmikroszkópos vizsgálatok céljára az anyagot mindjárt a műtét 
után 1%-os Sörensen szerint pufferolt ozinium savba helyeztük. Ezután víztele-
nítettük és aralditba ágyaztuk. Az anyagból LKB ultramikrotommal ultra-
vékony metszeteket készítettünk és ezeket angol, holland és japán elektron-
mikroszkópokkal vizsgáltuk. A metszetek és a felvételek Londonban a Midd-
lesex Hospital Medical School Anatómiai és Biológiai Intézetének elektron-
mikroszkópos laboratóriumában, Budapesten a Magyar Tudományos Akadémia 
Kísérleti Orvostudományi Kutató Intézetének és a Semmelweis Orvostudo-
mányi Egyetem I. sz. Anatómiai Intézetének elektronmikroszkópos labora-
tóriumában, Szegeden a József Atti la Tudományegyetem Általános Állattani 
és Biológiai Intézetének elektronmikroszkópos laboratóriumában és a Szegedi 
Orvostudományi Egye tem Biokémiai Intézetének elektronmikroszkópos labo-
ratóriumában készültek. Munkánk elvégzésében segített Eric Neil a Midd-
lesex Hospital Élettani Intézetének az igazgatója, Peter Gould a Middlesex 
Hospital Anatómiai Intézetének readere, Szabó Dezső a Magyar Tudományos 
Akadémia Kísérleti Orvostudományi Kutató Intézete elektronmikroszkópos 
laboratóriumának a vezetője, Szentágothai János a Semmelweis Orvostudo-
mányi Egyetem I. sz. Anatómiai Intézetének igazgatója és Guba Ferenc a 
Szegedi Orvostudományi Egyetem Biokémiai Intézetének igazgatója. A segít-

.ségért mindnyájuknak ezúttal is köszönetet mondunk. 

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 



FÉNY- ÉS ELEKTRONMIKROSZKÓPOS VIZSGÁLATOK EMBERI CAROTIS TESTEKEN 145 

Fénymikroszkópos vizsgálatok 

A glomus caroticumot vastag kötőszöveti tok veszi körül, amely túl-
nyomó részben kollagén rostokból áll. A tokból nyalábok lépnek a szerv belse-
jébe és ezt kisebb-nagyobb darabokra tagolják. A válaszfalakban húzódnak a 
véredények és az idegrostok. 

A kötőszöveti tokon belül helyezkedik el a tulajdonképpeni glomus állo-
mány, amely kerekded fészkekbe rendeződő glomussejtekből áll. Egy i lyen 
sejtcsoportosulásnak glomerulus a neve. A sejtek között vannak nagyobb, 
tömörebb magvú, kerekded, esetlegesen kissé megnyúlt formák és főleg a glo-
merulusok szélén sötétebbre festődő, hosszúkás magvú alakok. Az előbbiek a 
kemoreceptorsejtek, az utóbbiak a toksejtek. Lebenyes tüdőgyulladásnál mind 
a két sejtféleség deformálódik, erősen argentofiliássá válik, egymáshoz tapad és 
együtt nagy formátlan csomókat alkot. Ugyanezt a képet kaptuk epevezetők 
gennyes gyulladása után is (1. ábra). 

A glomus caroticum vérellátása rendkívül gazdag. A vért a glomus artéri-
ából kapja, amely az alsó póluson lép be a szerv belsejébe. Itt ágakra oszlik, 
amelyek a kötőszöv eti tokban gazdag fonadékot formálnak. Ebből kisebb arté-
riák lépnek az interglomeruláris kötőszövetbe és innen a glomerulusok belse-
jébe, ahol hajszálerekre hullanak szét. Az utóbbiak a gomerulusokban két 
vénában egyesülnek, amelyek az interglomeruláris kötőszövetben futó gyűjtő-
vénákba nyílnak. Ezek lumenük általános növekedése közben kifelé haladnak 
és a glomust övező vénás fonadékba szakadnak. A hajszálerek és a kisvénák 
között rendkívül gyakoriak a szinuszok, i l letőleg a szinuszoid tágulatok, ame-
lyek különösen légzési zavarok (anoxia) esetében erősen kitágulnak. 

Az emberi glomus caroticum rendkívül gazdag beidegzés alatt áll. A ner-
v u s glossopharyngeusból, vagusból és a nyaki szimpatikuszból eredő ideg-
rostok száma olyan nagy, hogy egy jól impregnált készítményen az idegrostok-
tól az alapszövetből alig lehet valamit látni. 

A kötőszöveti tokban húzódó idegtörzsekből és az idegrostnyalábokból a 
glomus belsejébe lépő fonadékoknak fénymikroszkóposan három formáját szok-
tuk megkülönböztetni. Egyik a periglanduláris fonadék (plexus periglandularis), 
a második a periglomeruláris fonadék (plexus periglomerularis) és a harmadik 
az intraglomeruláris fonadék (plexus intraglomerularis). 

A plexus periglandularis elnevezés abból az időből származik, amikor a 
glomus caroticumot mirigynek tartották és glandula4 carotica névvel i l lették. 
Ez a fonadék a glomust határoló kötőszöveti rétegben helyezkedik el. Elég sok 
benne a velőhüvelyes rost, amelyek között sok velőtlen rostot lehet látni . 
Állatoknál (sündisznó, ló, sertés) idegsejtek is vannak benne (ÁBRAHÁM 1968). 
Kisebb számban az emberi glomusban is akadnak idegsejtek. Az idegsejtek, 
nem különben a fonadékok is az emlősök különböző fajaira jellemzők. A jelleg-
zetesség főleg az egymástól távolabb eső fajok carotis testeinek a vizsgálata 
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1. ábra. Homo: glomus caroticum. Bouin fixálás, hematein-eosin festés . Gs — gloinussejt; 
Gl — glomerulus; Ks — kötőszöveti sejt; К — kollagén. Nagyítás: 600 X 

2. ábra. Homo: glomus caroticum. Bielszowszky — Gros-féle eljárás. Nf — idegrost; P — plexus 
perilglandularis; Gl — glomerulus; Gs — glomussejt. Nagy í tás : 600 X 
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3. ábra. Homo: glomus caroticum. Bielsowszky — Gros-féle eljárás. Nf — idegrost; P — plexus 
periglomerularis; Gl — glomerulus; Gs — glomussejt. Nagy í tás : 640 X 

4. ábra. Homo: glomus caroticum. Bielsowszky — Ábrahám-féle eljárás. Gs — glomussejt; 
Nf — idegrost; P — plexus intraglomularis; N e — idegvégződés. Nagyítás: 800 X 
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során válik szembetűnővé. Egyes állatfajoknál az idegsejtek, vagy ezeknek egy 
része paraszimpatikus t ípusú, bipoláris sejt , amely a nervus glossopharyngeus 
sejtrendszerébe tartozik. I lyeneket láttunk a sündisznó és a patkány glomus 
caroticumában. Máskor, al iogy ezt a disznó és a szarvasmarha carotis tes te iben 
láttuk, az idegsejtek multipolárisak, a szimpatikus idegrendszerbe tartoznak és 
a nyaki szimpatikus sejtek elemei (2. ábra). 

A periglomeruláris fonadék az egyes sejtfészkeket veszi körül és gazdag 
nyalábrendszereket küld a glomussejtek közé. Rostjait jellemzik a hosszúkás 
varixok, amelyekben élesen tűnnek elő a neurofibrillák (3. ábra). 

A glomerulusba beépülő rostok alkotják az intraglomeruláris fonadékot 
(plexus intraglomerularis). Ez a fonadék az embernél annyira sűrű, hogy vasta-
gabb jól impregnált metszeteken az idegrostoktól alig lehet benne glomus-
sejtet látni. Az idegrostok néha spirális rendszereket formálnak, amelyeknek 
egyes rostjai főleg idősebb korban erősen varikózusak (ÁBRAHÁM 1964). Az intra-
glomurális fonadék végrostjai a kemoreceptor sejteken végződnek idegvég-
fejecskék formájában. Egy sejten rendszerint egy vagy két végződést látunk, de 
lehet három, sőt több is (4. ábra). 

Elektronmikroszkópos vizsgálatok 

Azok, akik a glomus caroticum szerkezetét elektronmikroszkóppal állati 
anyagon vizsgálták, a sejtformák és a szerkezet megítélésében eléggé különböző 
felfogást vallanak. Vannak, akik a két glomussejttípus mel le t t foglalnak állást 
és vannak, akik egy mellett kardoskodnak. Mi az emberi glomus caroticumban 
két egymás felé jól elhatárolható sejtformát látunk. Az egyik aránylagosan 
nagy és lekerekített, a másik hosszúkás és egyik vagy mind a két végén elkes-
kenyedik. Az első típusba tartozók a kemoreceptor sejtek (fősejtek, glomus-
sejtek, epiteloidsejtek, receptorsejtek), a másodikba tartoznak a toksejtek 
(támasztó sejtek, szatellitasejtek, periglomeruláris sejtek). Az alábbiakban elő-
ször a kemoreceptor sejtekkel , majd a toksejtekkel foglalkozunk. Később a 
véredényeket, az idegrostokat, a Schwann sejteket és a szinapszisokat ismer-
tetjük. 

Kemoreceptor sejtek 

A kemoreceptor sejtek sejthártyája éles, a c i toplazma szemecskézett. 
A szemecskék legnagyobb részét az ozmiofil testek teszik ki , amelyek a legtöbb 
sejtben az állomány minden részében megtalálhatók, hol kisebb, hol nagyobb 
mennyiségben. Ezek között helyezkednek el a sejtorganellumok, amelyek közül 
élesen rajzolódnak ki a következők: 1. endoplazmatikus retikulum, 2. mitokond-
riumok, 3. a lizoszómák, 4. golgikomplex, 5. ozmiofil t e s tek . 

1. Az endoplazmatikus retikulum a sejtnek csak egyik részére terjed ki. 
Fejlettebb formájában a nyúlványokban látható. Kisebb-nagyobb lumenű 
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csövekből, illetőleg csatornákból áll, amelyek anasztomozálnak. Az utóbbiak-
nak mind a két ismert formája megtalálható. Vannak granuláris csatornák, 
amelyek mentén látszanak a sorba rendeződő riboszomák és vannak csatorna-
szakaszok, amelyek mentén nincsenek riboszomák. 

2. A mitokondriumok tömegesen láthatók a citoplazmában. Általában 
kerekdedek, néha hosszúkásak, a cristás típusba tartoznak. A cristák iránya 
transzverzális, esetenként longitudinális, gyakori a befűződő forma. A két be-
fűződő részt néha csak a vékony összekötő darab tartja össze (5. ábra). 

3. A lizoszómák elég gyakran jelentkeznek. Csomócskás testek, amelyek 
szukróz-kakodilát formalin és ozmium f ixálás után nagyobb tömegben látha-
tók. A csak ozmiummal f ixál t anyagból készült metszeteken, kevesebb a lizo-
szómák száma. Alakjuk és nagyságuk erősen variál. Többnyire félgolyó alakú 
testek. Megjelenésük és formájuk nem mondható állandónak. Szerkezetük 

5. ábra. Homo: glomus caroticum. Kemoreceptor sejt. С — citoplazma; M — mitokondrium; 
L — lipid; О — ozmiofil granulum; Cm — sejthártya; A — axon; S — szinapszis; G — Golgi-

komplexum; Ca — toksejt; N — sejtmag; N m — maghártya. Nagy í tás : 25 ООО X 
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6. ábra. Homo: glomus caroticum. Kemoreceptor sejt . С — citoplazma; Er — endoplazmatikus 
retikulum; G — Golgi-komplexum; M — mitokondrium: Nm — maghártya; Np — magpórus; 

N — sejtmag: Kr — kromatin: V — vezikulum. Nagyí tás: 72 ООО X 

amellett szól, liogy különböző eredetű anyagoknak a csoportosulásából és össze-
tapadásából keletkeztek. 

4. A Golgi-féle készülék klasszikus formájában jelentkezik és rendesen a 
maghártya közelében fekszik. Állományában a csatornák rendszere és veziku-
lumok csoportja élesen határolódik el a citoplazma felé. A csatornák párhuza-
mosak a maghártya felületével. Mind a csatornák, mind a hólyagoknak a fele 
élesen elkülönül és mindkét oldalon sima (6. ábra). 

5. A kemoreceptor sejtekben gyakoriak a különböző méretű homogén 
testek, amelyek egészben v a g y részben nagymérvű ozmiofiliát mutatnak. 
Hártyával batárolt testek, amelyek a citoplazmában mindenütt , de főleg a 
sejthártya közelében szoktak tömegesen megjelenni. Az ozmiofil testeknek a 
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glomussejtekben való jelenlétéről először G A R N E R — D U N C A N ( 1 9 5 8 ) emlékszik 
meg. Szerintük nem állandó alkotóelemei a citoplazmának, hanem csak akkor 
jelennek meg, ha az anyag rosszul van fixálva. 

L E V E R , L E W I S és B O Y D ( 1 9 5 9 ) az ozmiofil testeket a glomussejtek állandó 
alkotórészeinek tartják, és azt állítják, hogy a GARNER—DuNCAN-féle felfogás 
helytelen, amennyiben a legjobb és a legrosszabb rögzítésű anyagon is mindig 
megtalálhatók a citoplazmában. Ők az ozmiofil testeket „dense cored" granu-
lumoknak nevezik és katekolamin hordozóknak tartják. Az ő vizsgálataik értel-
mében az ozmiofil testek között vannak szabad formák és vannak membránnal 
körülvett alakok, olyanok, amilyeneket a patkány mellékveséjében találtak 
( L E V E R 1 9 5 5 ) . 

H E S S ( 1 9 6 8 ) , D E A R N E L E Y - , F I L L E N Z és W O O D S ( 1 9 6 6 ) szintén megemlékez-
nek az ozmiofil testekről, amelyeket glutáraldehid ozmium fixálás után tömege-
sen találtak a sejtekben, néha a szélen közvetlenül a sejthártya alatt, máskor 
szétszórtan az egész citoplazmában. 

F. de C A S T R O és R U B I O (1968) ozmium fixálás után szintén láttak ozmiofil 
testeket . Ezek között voltak membránnal határolt alakok és olyanok, amelyek 
körül nem volt membrán. 

G R I N L E Y és G L E N N E R (1967), akik emberi anyagon dolgoztak, glutáral-
dehid-ozmium fixálás után tömegesen találtak ozmiofil granulákat. Ezek között 
voltak homogén formák és olyanok, amelyeknek centrális részét (mátrix) vilá-
gos zóna választja el a határhártyától. 

Az ozmiofil testek nagy tömegben tűntek fel azon metszeteinken, amelyek 
szukróz-kakodillát-formalin ozmiummal f ixált anyagból készültek. Sajátságos, 
hogy a sejtek ama részein, ahol sok volt a mitokondrium, ott kevés vol t az 
ozmiofil test. Viszont ott , ahol sok volt az ozmiofil test , ott kevés volt a mito-
kondrium vagy pedig egyáltalán nem lehetett mitokondriumot látni. Ozmiofil 
testeket csak ozmium fixálás után is sokat találtunk. Nagyobb részük, kompakt 
forma volt , a kisebb tipikus dense core alakot mutatott . Meg kell azonban 
jegyeznünk, hogy vannak sejtek, amelyek egészen tele vannak ozmiofil testek-
kel és vannak olyanok, amelyekben kevés az efféle test vagy egyáltalán nem 
fordul elő (5. ábra). 

Az ozmiofil testeknek vagy ahogy ma általánosan nevezni szoktuk dense 
core testeknek az előfordulását újabb területre terjesztik ki azok a vizsgálatok, 
amelyeket a csíkbogár (Dytiscus marginalis) előagyán (ÁBRAHÁM 1969, 1976), 
a házi kacsa (Anas boscas domestica) ceromájában (ÁBRAHÁM 1979), az európai 
sün (Erynaceus europaeus) orrbőrén és az éticsiga (Hel ix pomatia) gasteroin-
testinalis rendszerén végeztünk. Ezek során megállapítottuk, hogy a csíkbogár 
protocerebrumában, a házi kacsa csőrbőrében levő Grandy-féle testek érzék-
sejtjeiben, az európai sün orrbőrében a Merkell-féle sejtekben és az éticsiga 
gyomor-bél rendszerének a falában tömegesen fordulnak elő a dense core vezi-
kulumok. 

MTA Biol. Oszi. Közi. 23 (1980) 



1 5 2 ÁBRAHÁM AMBRUS 

7. ábra. Homo: g lomus caroticum. Kemoreceptor sejt. С — citoplazma; Np — magpórus. 
Nagyítás: 92 ООО X 

A kemoreceptor sejtek m a g v a nagy, ovális test. A kromatin aprón sze-
mecskézett. Ál lománya homogén. A belső maghártya egyenes, a külső helyenként 
ráncokat formál. A ráncok he lyén a maghártyák közti terület kitágult. A 
maghártyák helyenként egészen elvékonyodnak, illetőleg eltűnnek. Ezeken a 
helyeken látszanak a magpórusok, amelyek keresztmetszetben jól definiáltak, 
de különösen tangenciális hosszmetszeten láthatók kitűnően. A magpórusok a 
kapot t képeken sajátságos mezőt formálnak, amelyen nagyjából egyforma tá-
volságra kis kerekded nyílások formájában jelennek meg, amelyek mindegyi-
k é t apró szemecskékből álló tok veszi körül. A tok szemlélete nyomán arra le-
he t gondolni, h o g y ez a formáció a pórusok lumenének a szabályozásában sze-
repel, ami a nukleoplazma és a citoplazma közötti forgalom szabályozását je-
lentené. A pórusokat közvetlenül határoló szemecskés réteg emlékeztet a Ciliá-
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ták nephridialis csatornáinak a záró készülékeire, a pórusmező pedig a növényi 
stomákat juttat ja eszünkbe (7. ábra). 

Különleges folyamatokra utal a sejthártya kitűrődése, illetőleg rupturája. 
Egyik formájának az ismertetése úgy látsz ik legjobban keresztül v ihetőnek, ha 
a kapott kép pontos leírására szorítkozunk (8. ábra). A képen baloldalt látjuk 
a sejtmagot. Szerkezetéből, illetőleg a kromat in állomány homogenitásából arra 
következtetünk, hogy kemoreceptor sejtről van szó, ami különben a sejt meg-
jelenési formájából is rögtön kiviláglik. Jó l szembetűnő a két maghártya. A két 
maghártya közötti hézag egész lefutásában egyforma szélességű. A helyenként 
jelentkező és kisméretű kitágulások nem szembetűnők. A hézag egész lefutásá-
ban üres. A citoplazmát a magplazmával összekötő sztómák elmosódottak. 

8. ábra. Homo: glomus caroticum. Kemoreceptor sejt. С — citoplazma; Cm — sej thártya; 
V — vezikulum; M — mitokondrium; Dv — D e n s e core vezikulum; Er — endoplazmatikus 
retikulum; R — riboszóma; Mr — sejthártyaruptúra; Fu — citoplazma fúzió; Li — l izoszóma; 
Mv — multivezikuláris test; G — Golgi-komplexum; N — sejtmag; N m — maghártya; Kr — 

kromatin. Nagyítás: 36 ООО X 
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A citoplazma vékony szegélyként övezi a magot . Sok benne a kisebb-nagyobb 
clear vezikulum, kevés a dense core vezikulum és a mitokondrium. A sejthártya 
vékony, egyenletes vastagságú és szorosan kapcsolódik a szomszédos sejt sejt -
hártyájához. A ket tő közötti hézag jól szembetűnő. Alul, közel a kép jobb szélé-
hez mind a két sejtnek a membránján a degeneráció jeleit lá t juk. Tovább m i n d 
a két membrán eltűnik. A ki tágult membránközti hézag egyesül a szélső kerao-
receptor sejt citoplazmájával. A két sejt fuzionál , ami mind a két sejtnek dege-
nerációjához, majd a pusztulásához vezet. Erre utalnak a szélső sejtben l á t h a t ó 
tág vezikulumok, a lizoszóma, a nagyságban variáló mitokondriumok, a ribo-
szóma koszorúval övezett t á g ondoplazmatikus ciszternák, a mikrovezikuláris 
test , a hatalmas és az endoplazmatikus retikulum ciszternáihoz kapcsolódó 
Golgi-komplexumok. 

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 

9. ábra. Homo: g lomus caroticum. Kemoreceptor sejt. С — citoplazma; M — mitokondrium; 
D — dezmoszóma; Kri — kriszta; Cr — csillangó gyökér; Mv — mikrovillus; Ci — ci l ium; 

V — vezikulum. Nagyítás: 72 ООО X 
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Degenerációs folyamatra utalnak a nagy vékony membránnal övezet t 
hólyagok, amelyek több s ima membránnal határolt vez ikulum összeolvadására 
utalnak. H o g y mit jelentenek ezek az elváltozások, és mi az, ami ezeket létre 
hozta, nincs módunkban megmondani. Lehet gondolni táplálkozási és lélegzési 
zavarokra, de az asthma bronchialera is, amiért jó ideig az egyik oldali glomus 
caroticumot műtétileg eltávolították. 

A magvacska kicsi, szabálytalan elektron dense csomó, amely a mag kö-
zepe táján helyezkedik el, de sok esetben szélállású helyzetet szokott fe lvenni . 
Olykor egy magban nem egy , hanem több magvacskát is l ehet látni. Nem ritkák 
a sötét formák, amelyek azt a látszatot kelt ik, mintha t ö b b kerekded csomóból 
volnának összetéve. 

A kemoreceptor sejtek sajátságos tartozékai a dezmoszómák, a mikro-
villusok és a ciliák. A dezmoszómák két szomszédos sejt érintkezésénél jelennek 
meg. A szinaptikus hártyákra és az interkaláris korongokra emlékeztetnek, 
azzal a különbséggel, hogy sötétebbek és mélyebben nyúlnak be a perikarion 
területére. Az egymással érintkező hártyák vastagsága általában egyforma, de 
vannak esetek, amikor az egyik vastagabb, mint a másik. A dezmoszómák 
néha a sejthártya egész hosszára kiterjednek, de az is előfordul, hogy annak 
csak egy kis részére szorítkoznak. 

A mikrovillusok cilindrikus homogén testek. A vastagabbak tövében el-
lipszoid hólyagocskák vannak. Ezek csoportokat formálnak, amelyekben az 
egyes alakok nagyság tekintetében variálnak. 

A kemoreceptor sejteknek jellemző alkatrészei a csillangók. Ezek az is-
mert szerkezetet mutatják. Keresztmetszetükön a membrán alatt látjuk a 9 
kettős oszlopnak és centrálisán a kettős központi oszlopnak a keresztmetszetét. 
Helyenként tömegesen fordulnak elő. B I S C O E és S T E H B E N S (1966) a macska 
glomus caroticumából 9 + 0 típusú csillangókat írtak le, olyanokat, amelyeket 
az amphibiák carotislabyrinthusából, az endokrin sejtekből, különböző érzék-
szervek érzéksejtjeiből és az idegrendszerből közöltek, és amelyeknek érző sze-
repet tulajdonítottak. Azok a csillangók, amelyeket mi találtunk, a 9 + 2 szer-
kezet alapján mozgó szerveknek minősülnek (9. ábra). 

Toksejtek 

A toksejtek a fészkeket határoló kötőszöveti nyalábok mellett, illetőleg a 
glomerulusok belsejében a kemoreceptor sejtek között helyezkednek el. Meg-
nyúlt testek, magvuk hosszúkás és homogén. A citoplazmából számos nyúlvány 
lép ki. A nyúlványok hosszúak, végükön lecsapottak vagy lekerekítettek, eset-
legesen kihegyezettek. A kemoreceptor sej teket burkolják be vagy határolják 
el egymás felé. Citoplazmájuk üres vagy aprón szemecskézett. Keskeny szegély 
formájában övezi a magot. Gyakoriak bennük az apró hosszúkás vezikulumok 
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10. ábra. Homo: glomus caroticum. Ca — toksejt; С — citoplazma; Er — endoplazmatikus 
retikulum; G — Golgi-komplexum; Pr — sejtnyúlvány; N — sejtmag; Sz — szíuusz; Szcs — 
szinusz csatorna; E — endotél; M — mitokondrium; Lu — lumen: Rc — vörösvérsejt. N a g y í -

tás: 25 ООО X 

és párhuzamos lefutású ha lvány f i lamentumok. A Golgi-komplexum fe j l e t t . 
Ritkák vagy teljesen hiányoznak az ozmiofil testek. A toksejteket, mivel egy 
vagy több, mczaxonikus hártyával körülvett tengelyfonalat szoktak tartalmaz-
ni, nehezen lehet elhatárolni a Schwann-féle sejtektől. Mi az egyedüli különbö-
zőséget abban látjuk, hogy a Schwann-féle sejtek citoplazmája terjedelmesebb, 
belőlük sok nyúlvány ered, sok bennük a mezaxonnal körülvett tengelyfonál és 
az egymásba kapcsolódó bonyolult inezaxon rendszer (10. ábra). 

Véredények 

A glomerulusok véredényeinek a legnagyobb részét a prekapillárisok, a 
kapillárisok, illetőleg szinuszok és szinuszoidok szolgáltatják. A kapillárisok 
lumenét endotélsejtek határolják. Ezek megnyúlt sejtformák, amelyeknek vég-
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részei dezmoszómákkal kapcsolódnak egymáshoz. Citoplazmájukban sok az 
apró vezikulum és az endoplazmatikus retikulum, amelyeknek egyenes csator-
nácskái helyenként kitágulnak. A mitokondriumok száma kevés, ozmiofil teste-
ket csak a legritkább esetben lehet látni. 

Az endotél sejtekre az amorf alaphártya és a f inom kollagén fibrillák 
következnek, amelyek az endotél sejtek nyúlványait körülburkolják. A hajszál-
edények falát kifelé egy sejtes réteg határolja, amelynek sejtjei szerkezetileg 
megegyeznek az endotél sejtekkel azzal a különbséggel, hogy bennük több a 
vezikulum, kevesebb a mitokondrium és az ozmiofil test . Ezek a sejtek a peri-
citák, amelyek nem alkotnak összefüggő réteget. 

A hajszálerek lumene tágulékony. Ez azzal válik lehetségessé, h o g y a 
lumenből két endotél sejt között egy keskeny hasadék húzódik az endotél sejtek 
alapjáig, ahol erősen kiszélesedik. Ez a sajátságos szerkezet, amely más szervek 

11. ábra. Homo: glomus caroticum. Hajszáledény. Lu — lumen; E — endotél sejt; С — cito-
plazma; N — sejtmag; Dr — divertikulum; Mb — alaphártya; Er — endoplazmatikus reth 

kulum; Ca — csatorna. Nagyítás: 32 ООО X 
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12. ábra. H o m o : glomus caroticum. Szinusz. Sz — szinusz: Lu — lumen; E — endotél sejt; 
M — mitokondrium; N — sejtmag; N m — maghártya; G — Golgi-komplexum; Ca — csatorna; 

Mb — alaphártya. Nagy í tás : 25 ООО x 

hajszálereiben néni fordul elő, arra való, hogy a vérnyomás fokozódásakor a 
lumen kitágulhasson és az ér nagyobb mennyiségű vér befogadására alkalmassá 
váljék. 

A hajszálerek kiszélesedő, illetőleg összekötő szakaszai a szinuszok, ille-
tőleg a szinuszoidok. Ezek sajátságos fallal batárolt cikk-cakkos lefutású üreg-
rendszerek, amelyek a glomerulusok belsejét a szó igazi értelmében átszöv ik. 
Lumenük szabálytalan, helyenként szögletszerűen kiugrik és kiszélesedik (11. 
ábra). 

A szinuszoidok lumenét határoló endotél sejtek nyúlványokkal vannak el-
látva. A nyúlványok vége lekerekített, s az érintkező darabok ízületszerűleg kap-
csolódnak egymáshoz. A centrális hosszúkás és homogén sejtmagot a citoplazma 
szegélyszerűleg veszi körül. A két maghártya egymás felé élesen elhatárolódik. 
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Mind a nyúlványokban, mind a centrális citoplazmában gyakoriak a mitokond-
riumok. A citoplazmában látszanak az endoplazmatikus retikulum ciszternái 
és a Golgi-komplex vezikulumai. Az endotél sejteket a homogén membrana 
bazalis határolja. Az árteriák és vénák az általánosan ismert falszerkezetet 
mutatják (12. ábra). 

Szinapszisok 

Mivel a kemoreceptor sejtek és az intraglomeruláris idegrostok között i 
kapcsolat a működés szempontjából nagy fontossággal bír, a valóságos helyzet-
nek a feltárására való törekvés az elmúlt idők során sok munkára és ezzel kap-
csolatosan igen sok vitára szolgáltatott okot és alkalmat. Ezek során az ideg-
rostoknak a kemoreceptor sejtekkel való kapcsolatát illetőleg a legkülönbözőbb 
megállapítások kerültek az irodalomba. A szerzők általában azon a véleményen 
voltak, hogy a glomerulusokban idegrost végződéseket nem lehet kimutatni . 
Magam már első vizsgálataim során úgy láttam, hogy az intraglomeruláris fona-
dékokban szabad idegvégződések vannak, de mivel a vizsgálatokat hullából 
eredő anyagon végeztem, a végződések impregnálását ritkán lehetett sikerült-
nek mondani. Ennek dacára a kapott képek alapján arra az álláspontra helyez-
kedtem, hogy az idegrostok a kemoreceptor sejteken végfejecskékben végződ-
nek ( Á B R A H Á M 1 9 4 2 , 1 9 6 4 ) . A végződés mellett foglalt állást F. de C A S T R O ( 1 9 5 1 ) , 

aki úgy találta, hogy az idegrostok a glomerulusokban végződnek éspedig a 
kemoreceptor sejtek citoplazmájában. Ő a végződéseket meniscusoknak nevez-
te. K N O C H E és S C H M I D T ( 1 9 6 3 ) a nyúl glomus pulmonaléjában azt látta, hogy 
a vagus eredetű afferens rostok gyűrű alakjában a kemoreceptor sejteken vég-
ződnek. 

Későbbi vizsgálataim során szép idegképeket szolgáltattak azok az imp-
regnálások, amelyeket saját impregnáló eljárásommal részben hullából eredő, 
részben operatív úton eltávolított glomus anyagból készült metszeteken végez-
tem (ÁBRAHÁM 1968). Ezeken a metszeteken apró gyűrűk alakjában nagy tö-
megben tűntek elő az idegvégződések. Ebből azt következtettem és azt később 
a mikroszkópos képek is igazolták, hogy egy kemoreceptor sejten nemcsak egy , 
hanem több idegrost is végződik (4. ábra). 

Az elektronmikroszkópos vizsgálatok szerint a glomerulusok területén 
található idegrostok velőtlenek, de a glomerulusok szélén alakuló és kész velő-
hüvelyes formák is akadnak. A velőtlen rostok Schwann-féle sejtekben húzód-
nak a kemoreceptor sejtekhez részben ezek felületén, részben a sejtek belsejé-
ben. 

A Schwann-féle sejtekbe süllyedő mezaxon rendszerek között vannak egy-
szerűek. Ilyenkor a Schwann-féle sejt citoplazmájában kevés a tengelyfonalak 
száma. Természetesen az is előfordul, hogy egy Schwann-féle sejtben egyetlen 
egy axont lehet látni. Ezen ritkán ugyan, de azt is nyomon lehet követni, hogy 
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a sejtben levő axon körül, h o g y alakulnak ki a velőhüvely párhuzamos lemezei. 
Mivel a citoplazmából ki induló inezaxonnak a velőhüvellyel való kapcsolata 
épen maradt, plauzibilisnek látszik az a ma hangoztatott elképzelés, hogy az 
axon tengelykörüli forgásával rétegzi magára a velőhüvelyt alkotó lemezeket 
(13. ábra). N e m ritkák azok a Schwann-féle sejtek, amelyekben igen különböző 
helyzetű és átmérőjű axonok sorakoznak egymás mellé. Ez a helyzet a követ-
kező képen, ahol mindössze három mezaxon hártyával körülzárt tcngelyfonalat 
látunk (14. ábra). Egyik, amely a képen felül középen látható rövid mezaxonnal 
kötődik a citoplazmához. A másik, amely a sejt alsó kihegyesedő részében 
helyezkedik el, hosszabb mezaxonnal kapcsolódik a citoplazmához. A harmadik 
a legvastagabb, hosszú mezaxonnal kapcsolódik a Schwann-féle sejt membrán-
jához. A felső axonban tubulusok keresztmetszete, a másik kettőben a neuro-

13. ábra. H o m o : glomus caroticum. Schwann sejt. С — citoplazma; N — sejtmag; V — ve / : -
kulum; M — mitokondrium; Er - endoplazmatikus retikulum; R — riboszóma; Ma -

mezaxon; A — axon; My — velőhüvely. Nagyítás: 56 000 X 
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14. ábra. Homo: glomus caroticum. Schwann sejt. С — citoplazma; Cm — citomembrán; 
Ma — mezaxon; A — axon; V — vezikulum; Nf — neurofilamentum; N t — neurotubulus. 

Nagyítás: 96 ООО X 

f i lamentumok hossz- és keresztmetszete látható. Ezzel szemben vannak esetek, 
amikor a mezaxonok száma egyetlen sejtben eléri a hatot vagy ennél jóval 
többet. Az egyes fonalakat, rendesen egy-egy különálló mezaxon köti hozzá a 
sejthártyához. Máskor a Schwann sejtben futó mezaxon elágazik és mind a két 
új ág egy-egy axont zár magába. Néha a mezaxon rendszerek a szó szoros 
értelmében keresztül-kasul járják a Schwann-féle sejt testét . Olykor annyira 
komplikáltak, hogy az egyes mezaxonok útját és kapcsolódási formáit alig lehet 
nyomon követni, annak dacára, hogy mind a mezaxonok, mind az axon-kereszt-
metszetek a legélesebb formában tűnnek elő. A komplikált mezaxon rendszerek-
ben, illetőleg az ezeket tartalmazó sejtekben a mitokondriumok keskenyebbek, 
mint azok, amelyek a glomussejtekben találhatók (15. ábra). 

A Schwann-féle sejtekből kilépő idegrostok bensőséges kapcsolatba lépnek 
a kemoreceptor sejtekkel. Ez a kapcsolat az esetek legnagyobb részében az éle-
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sen kirajzolódó kontaktus. Ami a kontaktusok helyét és formáját illeti, állato-
kon főleg a macskán, patkányon és nyúlon végzett vizsgálatok alapján külön-
böző megállapítások kerültek az irodalomba. 

R o s s (1959) úgy találta , hogy a kontaktus helyén az axon és a kemorecep-
tor sejt k ö z ö t t az érintkezés semmiféle elváltozást nem hoz létre. Nem halmozód-
nak fel sem a szinaptikus vezikulumok, sem a mitokondriumok. 

L E V E R , LEWIS és B O Y D (1959) szerint az axolemma és kemoreceptor sejt 
sejthártyája között közvet len az érintkezés. A kettő között i hézag nem nagyobb 
mint 300 Á . 

K N O C H E és SCHMIDT ( 1 9 6 3 ) a g lomus pulmonale-ban semmiféle olyan 
jellegzetességet nem talált , amelynek alapján a pre- és posztszinaptikus szakaszt 
egymástól élesen el lehetne különítem. 

15. ábra. H o m o : glomus carot icum. Schwann sej t . С — citoplazma; N m — maghár tya ; A — 
axon; M — mitokondrium; Ma — mezaxon; N — sejtmag; Cm — citomembrán. Nagyí tás : 

12 ООО X 
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D E К о е к és D U N N (1964) a kemoreceptor sejteken a szinaptikus kontak-
tusnak semmi jelét sem látta. A sejthártyán semmiféle változást nem t a -
lált. 

B I S C O E és S T E H B E N S (1965) szerint a tengelyfonal és a kemoreceptor sejt 
közötti viszony arra a szinaptikus kontaktusra emlékeztet, amelyet a központi 
idegrendszerből ismerünk, amelyről az általánosan elfogadott vélemény az, 
hogy a kémiai transzmisszió helye és eszköze. 

H Ö G L U N D (1967) a ló és a kutya glomus caroticumán végzett vizsgálatai 
során ügy találta, hogy az idegrostok és a kemoreceptor sejtek kontaktusban 
vannak. A kontaktusnak két formáját látta. Az egyikben az idegvégződésekben 
láthatók a szinaptikus vezikulumok, a neurotubulusok és a mitokondrium cso-
portok, de a kontaktusban álló kemoreceptor sejtekben nincsenek efféle orga-
nellumok. Ezt a kontaktus formát H Ö G L U N D tipikus szinapszisnak tartja. 
A másik formában, az a helyzet, hogy az idegrost, amely a kemoreceptor sejt 
közvetlen szomszédságában halad ismételten szoros kontaktusba kerül a kemo-
receptor sejttel anélkül, hogy a kontaktus valamiféle szinaptikus jelleget mu-
tatna. Az érintkezésnek ezt a formáját H Ö G L U N D ,,en passant" szinapszisnak 
tartja. 

H E S S ( 1 9 6 8 ) úgy találta, hogy az idegrost körülöleli a kemoreceptor sejtet . 
A szinapszisban láthatók a szinaptikus vezikulumok, a szinaptikus tér és a 
membrán megvastagodások. 

D E K O C K és D U N N ( 1 9 6 6 , 1 9 6 8 ) a kemoreceptor sejteken zsák alakú szinap-
szisokat, kicsi mezaxonikus idegvégződéseket és komplex membrán rendszerek-
kel összefüggő végrendszereket talált. 

D E A R N E L E Y ' , F I L L E N Z és W O O D S ( 1 9 6 8 ) szerint a tengelyfonalak kontak-
tusban állanak a kemoreceptor sejtekkel. A kontaktusokban látszanak a vi lágos 
vezikulumok és a membrán megvastagodások. 

F. D E C A S T R O és R U B I O (1968) szintén kontaktust találtak az idegrost 
axolemmája és a kemoreceptor sejt sejthártyája között. A kontaktusban láttak 
mitokondriumokat, de valóságos szinapszisokat igen kevés helyen észleltek. 

G R I M L E Y — G L E N N E R (1967) az emberi glomus caroticumban olyan szi-
napszis kapcsolatokat találtak, amelyekben megvoltak a szinaptikus vezikulu-
mok, a mitokondrium csoportok és a membrán megvastagodások. A membrán 
megvastagodásokból és a szinaptikus liólyagok csoportosulásából arra követ -
keztettek, hogy ezekben a szinapszis formában a periféria felé irányuló inger-
vezetés megy végbe. 

K J A E R G A A R D J. (1973) emberi foetusokon végzett vizsgálatai során a 
kemoreceptor sejtek között sok idegrostot látott . Ezeknek az axoplazmája hal-
vány, kevés benne a mitokondrium. Az utóbbiak kicsinyek és kerekdedek, jól 
látszanak a neurotubulusok. Velős rostokat nem talált. Szerinte az idegrostok 
a kemoreceptor sejtek között vagy a kemoreceptor sejtek és a toksejtek között 
helyezkednek el, vagy a toksejtekbe vannak beágyazva mezaxonnal. Ott, ahol 
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a kemoreceptor sejtek és a toksejtek kontaktusban vannak az idegrostokkal, 
sem az idegrostokon, sem a sejteken semini jelét nem találta a szinaptikus orga-
nizációnak. N e m volt szinaptikus vezikulum akkumuláció, nem voltak specifi-
kus grarmlumok, bouton alakú idegvégződések és plazmamembrán megvasta-
godások a kontaktusok helyén. 

D O N A L D M . , MC. D O N A L D és Robert M I T C H E L L (1975) átvágták a patkány 
glomus caroticumához veze tő idegeket és a degenerációs folyamatok analízise 
alapján megállapították, hogy az afferens idegrostok, amelyeket reciprok szi-
napszisok kapcsolnak a glomussejtekhez, kemoreceptorok, a glomussejtek dopa-
minerg interneuronok, melyek a kemoreceptor idegvégződések érzékenységét 
modulálják. Hasonlók D O N A L D M. és Mc. D O N A L D (1977) elgondolásai, amelyek 
lényegében az előbbi megállapításokra épülnek. 

Mi az emberi glomus caroticumban a szinapszisoknak három formáját 
találtuk. Az egyik a konvencionális szinapszis, a inásik a zsákszinapszis, a har-
madik a paralel kontaktus. 

Konvencionális szinapszisok 

Konvencionális szinapszis névvel illetjük azokat a kontaktus formákat, 
amelyekben látható az axonvég, amely kontaktusban áll a kemoreceptor sejttel. 
Az axon terminálisban látszanak a szinaptikus vezikulumok, amelyeknek m e n y 
nyisége és sűrűsége feltűnően megnő az axonnak ama szakaszán, amely közel 
áll a végszakaszhoz. Látszanak a szinaptikus membránok és a megvastagodás 
mind a preszinaptikus, mind a posztszinaptikus membránon. Látható továbbá 
a szinaptikus tér, amely minden esetben aránylagosan széles. A szinapszisnak 
ez a formája lehet egyes, amikor csak e g y sejttel áll kapcsolatban az axon és 
kettős, amikor egy axon két sejttel áll kontaktusban (16. ábra). Az ábrán a 
konvencionális szinapszisnak minden bélyege tökéletesen látható. Különös fi-
gyelmet érdemel a cluster, ami amellett szól , hogy itt olyan szinapszisokról van 
szó, amelyek a periféria felé vezetnek. 

Zsákszinapszisok 

A szinapszisoknak második formája a zsákszinapszis. Ez a kontaktus-
forma azoknak a végformációknak felel meg, amelyeket fénymikroszkópos 
vizsgálataink során láttunk és boutonoknak neveztünk. Ezekben a szinapszi-
sokban az axon terminális zsákalakúlag kiszélesedő axolemmája kontaktusban 
áll a kemoreceptor sejt v a g y a toksejt sejthártyájával. Ezekben a formákban a 
preszinaptikus szakaszban nagyon sok a mitokondrium, a szinaptikus veziku-
lumok aprók és kerekdedek. Jól látszanak a neurofilamentumok (17. ábra). 
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16. ábra. Homo: glomus caroticum. Konvencionális szinapszis. 
A — axon; Sv — szinaptikus vezikulum; Cu — cluster; P m — 
preszinaptikus membrán; Sa — szinaptikus tér; Ps — posztszi-
naptikus membrán; С — citoplazma; AI — axolemma; Cl — 

citolemma. Nagyítás: 68 500 X 

17. ábra. Homo: glomus caroticum. Zsákszinapszis. С — cito-
plazma; N — sejtmag; A — axon; Ma — mczaxon; M — mito-
kondrium: Pr — sejtnyúlvány; Ca — toksejt; К — kemore-
ceptor sejt; Sc — Schwann sejt; G Golgi-komplexum; L 

lipid. Nagyítás: 20 ООО X 
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Paralel kontaktus 

A paralel kontaktus a szinapszisoknak az a formája, amelyben az axo-
lemma és a c i to lemma hosszabb darabon appozícióba kerül egymással. A poszt-
szinapszisban a mitokondriumok csoportokat alkotnak. A preszinaptikus és 
posztszinaptikus hártya hosszú darabon fuzionál , a membrán vastagodás ki-
fejezett (18. ábra). Az ábrán e g y kemoreceptorsejt részletét látjuk, amellyel két 
egymástól lényegesen elütő a x o n van a kontaktusban. Az egyik tele van kerek 
szinaptikus vezikulumokkal és csak egyetlen mitokondriuinot tartalmaz. A má-
sikban szintén sok a szinaptikus vezikulum, de tele van mitokondriumokkal, 
amelyek teljesen elütnek azoktól , amelyeket kemoreceptor sejtben látunk. A 
k é p azt mutatja, hogy ugyanezt a kemoreceptorsejtet két idegrost idegzi be, de 
azt sem zárja ki , hogy itt szerkezetileg e lütő idegrostról v a n szó. Érdekesek a 
mitokondriumok, amelyek közöt t a legkülönbözőbb formákat lehet látni. 

A paralel kontaktusoknak egy sajátságos formája az, amikor ugyanaz az 
axon két kemoreceptorsejttel áll szinaptikus kontaktusban. A két sejt test a 
köztük levő axonnal tökéletesen egyezik azzal a szerkezettel, amelyet a liázi-
kacsa ceromájában levő Grandy-féle testből közöltünk (ÁBRAHÁM 1979). Ot t is 
ké t érzéksejt közöt t húzódik az axon. Itt az axoleinma és a citolemma közöt t 

18. ábra. Homo: g lomus caroticum. Paralel kontaktus . С — citoplazma; M — mitokondrium; 
A — axon; Sc — Schwann sejt: Ma — mezaxon; S v — szinaptikus vez ikulum; Mt — m e m b r á n 

megvas tagodás ; Cl — citolemma; Al — axolemma; N a g y í t á s : 70 ООО X 
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19. ábra. H o m o : glomus caroticum. Paralel kontaktus . С — ci toplazma; Cl — c i to lemma; 
A — a x o n ; AI — axolemma; S v — szinaptikus vczikulum; M — mitokondrium; Er — endo-

plazmat ikus retikulum; N — sejtmag; N m — maghártya. Nagy í tás : 42 ООО X 

közvetlen az érintkezés, ott a két membrán között jól k ivehető hézag húzódik 
végig. Az érzéksejtekben itt is, ott is megjelennek az ozmiofil testek. A két struk-
túra közöt t az egyetlen, de jelentős különbség az, hogy a Grandy axon zsúfolásig 
tele v a n mitokondriummal és kevés a szinaptikus vezikulum. Itt nagyon sok a 
szinaptikus vezikulum és nincs mitokondrium (19. ábra). 

Az elmondottak után felvetődik a kérdés, hogy funkcionálisan hogyan 
kell megítélni az ismertetett szinapszis formákat és van-e lehetőség arra, bogy 
-ezeket a glomus caroticum kísérletileg igazolt működésével összhangba hozzuk. 
A kérdésekre a következőkben próbálunk választ adni. 

A szinapszisoknak ama formái, amelyekben a szinaptikus vezikulumok 
a preszinaptikus membrán mentén csoportot (cluster) alkotnak, mivel ez az 
inger haladási irányát jelzi, a periféria felé vezetnek, tehát efferens szinapszisok 
( Á B R A H Á M 1969,1969/70). Azoknak a szinapszis formáknak egy része, amelyeket 
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B I S C O E és S T E H B E N S ( 1 9 6 6 ) a macskából, H Ö G L U N D ( 1 9 6 7 ) a lóból és a kutyából, 
G R I M L E Y és G L E N N E R ( 1 9 6 7 ) az emberből közöltek, szintén ilyen irányú inger-
vezetésre utalnak. De ha ezek a mind állati, mind emberi anyagon megtalált 
szinapszis formák, efferens szinapszisok, pedig a szerkezetük alapján mások 
n e m lehetnek, akkor arra a kérdésre kell választ adnunk, hogy a szerkezetükből 
í té lve, milyen funkció szolgálatában állanak. A kérdést B I S C O E és S T E H B E N S 

( 1 9 6 6 ) , úgyszintén G R I M L E Y és G L E N N E R ( 1 9 6 7 ) is felvetették, de az elfogadható 
válasszal adósok maradtak. Mi egyebeken kívül előbb is arra gondoltunk, hogy 
ezek a szinapszis formák a kemoreceptorsejtek működésének a moduláló készü-
lékei ( Á B R A H Á M 1 9 6 9 / 7 0 ) . Erre gondolunk most is, mert jelenleg sein találunk 
m á s magyarázatot ennek az emberi glomus caroticumban aránylagosan ritkán 
található struktúrának az értelmezésére. 

Azok a szinapszis formák, amelyeknél a központi idegrendszerből ismert 
szinapszisok általánosan i smert bélyegei hiányoznak szerkezetükből és nagy 
számukból í té lve afferens szinapszisok. Ezek azokra a szinapszis formákra em-
lékeztetnek, amelyeket az íz le lő szervekből a vesztibuláris hámból és az ideg-
végtestekből ismerünk. Ezekben hiányoznak a vezikuláris szerkezetek, illetőleg 
ha jelen vannak kérdéses, h o g y lehet-e szinaptikus vezikulumoknak tartani. 
Ezeket a szinapszis formákat elektrotonikus szinapszisoknak (efapsis) tartják 
( E C C L E S 1 9 6 5 ) . 

Megbeszélés 

Alig van az állati és az emberi szervezetnek olyan szerve, amelynek szer-
kezetéről és működéséről o l y a n kevés általánosan elfogadható megállapítás 
állana rendelkezésünkre, mint a glomus caroticum. A fénymikroszkóppal ka-
pott képeket az elektronmikroszkóp megnagyította, apróra bontotta, és az alko-
tó elemekbe hasznosítható betekintést nyújtott . Azonban a struktúrára és a 
funkcióra vonatkozólag még az olyan részletes és minden fontos kérdésre ki-
terjedő experimentális és hisztokémiai vizsgálatok sem adnak elfogadható 
magyarázatot, amilyenek D O N A L D M., M C . D O N A L D és Robert MiTCHELLnek 
(1975) a patkány glomus caroticumán végzett vizsgálatai. Természetesen ugyan-
ezt kell mondanom azokra a vizsgálatokra is, amelyekben az elgondolások és 
hipotézisek az előbbiben megbeszélt morfológiai alapokra támaszkodnak (DO-
N A L D M., Mc. D O N A L D 1977). Mivel ebben a két dolgozatban és K J A E R G A A R D J . 
(1973) nagy összehasonlító dolgozatában az egész mai irodalom méltatásra 
került, az alábbiakban csak néhány olyan megállapításra reflektálok, amelyeket 
készítményeim és felvételeim alapján elfogadhatatlanoknak vagy erősen vitat-
hatóknak tartok. Amikor erre vállalkozom akkor azt is meg kell mondanom, 
hogy a ma erősen használatos experimentális vizsgálatokat nem tartom meg-
győzőknek, mert ezek alapján nem vagy csak megközelítőleg lehet választ adni 
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azokra a kérdésekre, amelyeket a szerveknek és szöveteknek szoktunk feladni, 
azért, hogy bizonyos kérdésekre választ, illetőleg magyarázatot kapjunk. Az, 
amit szöveteltávolítások, idegátvágások után fellépő jelenségek és megfigyelé-
sek révén kapunk, csak v édekezés a kísérleti állat részéről, kényszer szülte vala-
mi, aminek a normális viszonyokhoz vajmi kevés a köze. Az eltávolított, meg-
csonkított vagy megnyomorított szerkezet válasza, valami olyan féle mint a 
nagyot halló embernek a válasza a hozzá intézett kérdésre. 

A fentiek előrebocsátása után szólani szeretnék a kemoreceptor sejtről, 
továbbá erről mint érzéksejtről és mint interneuronról. Ezután az efferens 
szinapszissal és reciprok szinapszissal kapcsolatos megjegyzéseimet szándéko-
zom közölni. 

Kemoreceptor sejt. Mivel a glomus caroticumot együt t alkotják a kemore-
ceptor sejtek és a toksejtek magam a glomussejt elnevezést a két sejtféleség 
együttes megnevezésére tartom használandónak. Ezért továbbra is a kemore-
ceptor sejt szó és a toksejt szó használata mellett maradok. A kemoreceptor 
sejtek között nem látok típusokat, annyit azonban meg kell mondanom, hogy az 
emberi glomus caroticumban vannak olyan kemoreceptor sejtek, amelyek tele 
vannak ozmiofil testekkel és viszont elég nagy számban vannak olyanok, ame-
lyekben kevés az ozmiofil test, sőt olyanok is akadnak, amelyekben alig van 
vagy egyáltalán nincs ozmiofil test . 

Magam a látottak alapján még arra sem mernék vállalkozni, hogy az 
ozmiofi l testek nagyságában mutatkozó különbözőség alapján akárcsak két 
kemoreceptor sejttípust próbáljak elkülöníteni. Azt inkább keresztülvihetőnek 
tartanám, hogy a toksejteket soroljam típusokba, kettőbe, vagy akár többe is, 
mert ezeknél látok egy-két olyan morfológiai bélyeget, amelyek alapján a cso-
portosítást el tudnám végezni. De mivel az általános felfogás szerint és erre 
utal a szerkezet és a helyzet is, a toksejtek, a kemoreceptorsejtek támasztékai 
és lehet, hogy táplálói, ennélfogva az ingertermelésben, ingerfelfogásban és 
továbbításban nem vesznek részt. A különbözőségekkel nem foglalkozom. 
Annyi t azonban meg kell mondanom, hogy a toksejteknek, a gliasejtekkel való 
összehasonlítását nem tartom szerencsésnek, mert a gliasejtek sok hosszú nyúl-
vánnyal bíró testek, amelyek teljesen beburkolják az idegsejteket és az ideg-
rostokat. Különleges ismertető jelük pedig az, hogy tele vannak glikogén gra-
nulumokkal. Ezekre pedig a glomus caroticumban a kapott képek vizsgálata 
alapján gondolni sem lehet. 

A kemoreceptor sejt érzéksejt. Nagyon régi, annak idején megalapozott és 
bizonyított felfogás, hogy a kemoreceptor sejtek érzéksejtek, amelyek a vér 
gáztartalmának a változásáról tudósítják a magasabb rendű agyközpontokat. 
A kemoreceptor sejteknek ebbeli tevékenységét igazolják J. F. és C. H E Y M A N S 

( 1 9 2 7 ) experimentális vizsgálatai és az idegátvágások, amelyeket F . D E C A S T R O 

( 1 9 2 8 ) végzett . Ezt igazolják elsősorban azok a bensőséges és gazdag vérellátást 
biztosító különleges berendezkedések, amelyek a kemoreceptor sejteknek a vér-
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rel kapcsolatos szerepet különösen világossá teszik. Ugyanis az emberi kemore-
ceptor sejtek közöt t olyan hajszálér és szinusz rendszer terül el, amelyhez fog-
h a t ó t más emberi szervben sehol sem lehet találni. Ez amellett szól, hogy a vér-
áramlás változása, illetőleg a vérmennyiségnek a változtatása a gondolat gyor-
saságával következhetik be, ha ezt a szervezet összessége megköveteli . Alig a 
lá tás határán levő vékony csövecskék szakaszonként terjedelmes hordószerű 
képződményekbe mennek át, amelyek a vér raktározására, esetleg adagolására 
szolgálhatnak (10. ábra). 

A kemoreccptor sejt érzéksejt volta mellett tanúskodnak az ozmiofil tes-
t e k , ahogy ugyanezek szólnak amellett is, bogy a Grandry-féle testekben az 
idegrost két oldalán elhelyezkedő sejteket, és a Merkell-féle sejteket érzéksej-
t e k n e k kell tartanunk (ABRAHAM 1974). Mindezekhez járul a rendkívüli ideg-
rostgazdagság, amely jellemzi a glomus caroticum glomerulusait. Ezzel kapcso-
l a t b a n nagyou szeretném hangsúlyozni azt, hogy sok gerinces állat glomus caro-
t icumának és az ember hasonló szervének az impregnálása során úgy tapasztal-
t a m , hogy egyet len olyan emlős állat sincs, amely ideggazdagságban meg-
közelítené az ember glomus caroticumát. Ennek mint minden morfológiai kü-
lönbözőségnek meg kell, hogy l egyen a fiziológiai alapja. Ezért a kemoreceptor 
se j teket érzéksejteknek kell tartanunk, akkor is, ha feltételezzük, hogy az érzék-
lésen kívül más funkciót is végezhetnek. 

A kemoreceptor sejtek interneuronok. Meg kell mondanom, hogy azzal az 
elgondolással, i l letőleg felfogással, hogy a kemoreceptor sejteket idegsejteknek 
kell tekinteni, n e m tudok egyetérteni. A kemoreceptor sejt nem neuron, és így 
természetesen n e m interneuron. E n egyetlen olyan morfológiai bélyeget sem 
lá tok , amelynek alapján a kemoreceptor sejtet neuronnak lehetne, illetőleg 
kel lene nevezni. Mielőtt azonban a neuron jel lemző bélyegeiről néhányat szóvá 
t ennék , azt is meg kell mondanom, hogy az elmúlt 27 esztendő alatt igen sok 
g lomus caroticum metszetet impregnáltam, mind az emberi, mind az állati 
anyagból (kecskebéka, galamb, kutya, patkány, sertés, szarvasmarha, ló), de 
ezeken eddig még egyet sem talál tam olyat, amelynek nyúlványa lett volna 
(1. ábra). Nemigen tudóin elképzelni, hogy a nyúlvány, illetőleg a nyúlványok 
ha volnának i lyenek, miért ne volnának impregnálhatok és mért ne impreg-
nálódtak volna, ha a kemoreceptor sejtek neuronok. Nagyon különlegesnek 
és, hogy enyhe kifejezéssel é l jek, szokatlannak tartanám azt, bogy akkor, 
amikor az idegrostok az esetek legnagyobb részében a legélesebb formá-
b a n tűnnek elő a készítményeken, a nyúlvány, amelyet ma dendrit néven 
emlegetnek, impregnálás nélkül maradjon. Ezért legnagyobb határozott-
sággal meg kell mondanom, h o g y nem lát tam olyan kemoreceptor sejtet, 
amelynek dendritje lett volna. A dendrit magas fejlettségű sejtnyúlvány, amely 
a filogenezis fo lyamán csak később jelenik meg, és ágrendszerének a sokasodá-
sáva l követi azt az utat, amelyen az állati szervezet haladt a tökéletesedés felé 
v e z e t ő úton. Karakterisztikumai közé tartozik az, hogy a sejtből széles alap-
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pal lép ki, egy ideig oldalágak nélkül húzódik tovább, majd faalakúlag elágazik, 
ahogy ez görög eredetű nevében is (dendron) kifejezésre jut. Az ágakon külö-
nösen a vékonyabbakon gyakoriak a várixok és a tüskék, amely utóbbiak szi-
naptikusan kapcsolódnak hozzá a más neuronokhoz. Az axoplazmában vasta-
gok és élesen szembetűnnek a neurotubulusok, a várixokban csoportokba ren-
deződnek a mitokondriumok. Mindezek a bélyegek hiányoznak a kemoreceptor 
sejteken. Valaki azt mondhatná, hogy azért nem láttam a kemoreceptor sejt 
dendritjét, mert nem impregnálódott. Ha az ember látja azt a rengeteg ideg-
rostot , amely egyet len emberi glomerulus körül és magában a glomerulusban 
impregnálás után előtűnik, érthetetlennek tartja az ellenvetést. Azonban mivel 
az idegrendszer iinpregnálása egyike a legnehezebb inikrotechnikai feladatoknak, 
mindenkinek jogában áll az efféle kérdés felvetése. Azt azonban lehetetlenség-
nek tartom, hogy elektronmikroszkóp alatt a sok felvételen ne találkoztunk vol-
na egy-egy dendrit kereszt- v a g y hosszmetszettel, abban a neurotubulusokkal 
és a várixokban csoportosuló mitokondriumokkal. Kizártnak tartom, hogy 
ezek vagy ezek közül legalább egy vagy kettő ne jelentkezett volna azon a ren-
geteg felvételen, amelyek világszerte készültek és készülnek a különböző állat-
fajok és az ember glomus caroticumából. De nem lehet neuronnak tartani a 
kemoreceptor sejtet , azért sem, mert ennek más a magva, mint a neuronoknak. 
A neuron magva annyira specifikus és karakterisztikus, hogy az idegsejtet a 
magról fel lehet ismerni és minden más szöveti sejttől biztosan meg lehet külön-
böztetni . A neuron magva kerek, kromatinja csomócskázott és nagyobb tömeg-
ben közvetlenül a maghártya alatt helyezkedik el. A kromatinnak a jellegze-
tességét a tigroid szemecskék, illetőleg ezeknek a csoportosulása szolgáltatja. 

Efferens szinapszisok. Arról, hogy a receptorokban az afferens szinapszi-
sok mellett efferens szinapszisok vannak, már többen megemlékeztek. Azok 
közül, akik ilyen vonatkozásban úttörő munkát végeztek, S M I T H ( 1 9 5 6 ) , F L O C K , 

K I M T T R A , L U N D Q U I S T és W E R S Ä L L ( 1 9 6 2 ) , S M I T H és R A S M U S S E N ( 1 9 6 5 ) nevét kell 
megemlítenünk. Az Ó munkásságuk nyomán vált ismeretessé, hogy a magasabb 
rendű emlősök vesztibuláris hámjában két különböző típusú érzősejt helyez-
kedik el. Ezek közül egyiket első, a másikat második típusú szőrsejt névvel 
i l lették. Ezt a megállapítást követ te annak a kiderítése, hogy az első típusú szőr-
sej teket szinte teljesen körülveszi a centripetális idegrost, a gyéren granulált 
hel ix , a második típusú szőrsejtek pedig két különböző szerkezetű, egymástól 
jól elütő idegvégződéssel vannak ellátva. Az egyik szórványosan granulált 
és az érzősejt plazma membránjával szinaptikus kontaktusban áll. Szerkezeté-
ből ítélve posztszinaptikus. A másik végződés, amely kisebb számban jelent-
kezik, kör alakú és sűrűn granulált ( E N G S T R Ö M , A D E S , H A W K I N S 1 9 6 5 ) . A végző-
dés kontaktusban áll az érzéksejt felületével és az érintkezési területen mind a 
plazma membránon, mind az axolemmán distinkt megvastagodás látható. 
Ezt a szinapszis formát efferensnek minősítik. Hogy az emlősök vesztibuláris 
hámja kettős beidegzés alatt áll, azt J U R A T Ó ( 1 9 6 2 ) igazolta be, aki azt tapasztal-
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ta, hogy az olivocochlearis nyaláb átvágása után a cochlearis receptorokban a 
szinaptikus elemek degenerálódnak. 

Hasonló problémával foglalkozott H A M A ( 1 9 6 9 ) , aki az aranykárász 
(Carassius auratus) halló foltján (macula acustica) végzett vizsgálatai során a 
receptorsejtek közötti idegkapcsolódásnak és az idegvégződéseknek két for-
máját találta. Az egyikben mind az idegvégződés, mind a receptorsejt membrán-
jának az elektron denzitása felfokozott. Főleg az axolemmán halmozódik fel 
nagyolj!) mennyiségben az elektron dense anyag. A szinaptikus vezikulumok a 
receptor sejtekben vannak felhalmozva. 

A második kapcsolódási formában sem a receptor plazmahártyáján, sem 
az axolemmán nincsenek olyan specializációk, amilyenek a szinapszisokra álta-
lában jellemzők. Az idegvégződés tele van szinaptikus vezikulumokkal, ame-
lyek közül egyesek az interszinaptikus tér felé nyitva vannak. A szinaptikus 
vezikulumok között kis számmal ugyan, de dense core vezikulumok is vannak. 

Ami a két szinapszis formának a működését illeti, HAMAnak a következő, 
nézetünk szerint helyes elgondolásai vannak. Az első szinapszis forma, ahol a 
szinaptikus vezikulumcsoportok a receptor sejtben vannak és a vastagodás 
szembetűnőbb az idegvégződés oldalán mint a receptor sejt oldalán, afferens 
szinapszis, amelyben az inger a receptor sejtből tevődik át az idegvégződésre. 
A második szinapszis formában a vezikulum csoportok az idegvégződésben 
helyezkednek el, következésképpen az ingerátvitel útja az idegvégződésről ve-
zet az érzéksejt plazmájába. Ezért a kontaktus efferens szinapszisnak minősül. 
Működés tekintetében inhibitornak tartható . 

A N D E R S E N és N A F S T A D ( 1 9 6 8 ) , N A F S T A D és A N D E R S E N ( 1 9 7 0 ) a Herbst-
féle tes tben két idegrostot látott. Egy ik a centrális helyzetű afferens rost, a 
másikat a belső bunkó lemezrendszerében találták és efferens rostnak minő-
sítették. A Pacini-féle testben a helyzetet ugyanilyennek találta C H O U C H K O V 

( 1 9 7 1 ) , aki szintén afferens és efferens rostokról beszél. Ő az efferens rostot a 
külső és belső tok között találta. 

Reciprok szinapszis. Nem tudok egyetérteni a szerzőknek azon állításával, 
hogy a kemoreceptor sejtek egymással és az afferens szinapszisokkal reciprok 
szinapszisban vannak ( D O N A L D M . , M C . D O N A L D és Robert M I T C H E L L 1 9 7 3 ) . 

Ha ez így volna, akkor ennek az egymással érintkező kemoreceptorok memb-
ránjain és a citoplazmában nyomának kellene lennie. Magam membrán meg-
vastagodást egyetlen esetben láttam, és ezt az axolemma és a kemoreceptor 
sejt közös membránján találtam, ahol a két membrán összeolvadt, illetőleg 
junkcióba került, de itt megvan az idegrost, benne a vezikulumok és mitokond-
riumok (18. ábra). Ezzel szemben a kemoreceptor sejtek között, ahol a szerzők 
reciprok szinapszisról beszélnek semmiféle szinaptikus bélyeget nem találtam. 
Ha pedig a két citolemma puszta érintkezését szinapszisnak tartjuk, akkor az 
érintkező kemoreceptor sejtek között mindenütt szinapszist kell feltételeznünk. 
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CITOLÓGIAI VÁLTOZÁSOK A P-BRÓM-METAMFETAMIN 
(V-l l l ) HATÁSÁRA A TAVI KAGYLÓ (ANODONTA 

CYGNEA L.) KÖZPONTI IDEGRENDSZERÉBEN 

B Á R Á N Y I ILONA 

E L T E Allatszervezettani Tanszék, Budapest 

A tavi kagyló idegműködése szabályozásában a szerotonin mint transz-
mitter anyag nagy szerepet játszik. Ezért az Anodonta cygnea alkalmas objektum 
a szerotonin anyagcserevizsgálatára. 

K N O L L és munkatársai k imutatták, hogy az általuk szintetizált p-bróm-
inetamfetamin szelektíven gátolja a szintetizált szerotonin felvételt , másrészt 
fokozza az elraktározott szerotonin kiürülését a gerinces állatok idegrendszeré-
ben. (5, 6, 9) Nem ismeretes azonban az, hogy ez a folyamat mi lyen neurális 
ultrastrukturális képletekben játszódik le. 

Vizsgálataink célja az volt, h o g y a tavi-kagyló központi idegrendszerében 
található különböző morfológiájú és különböző méretű vezikulumok funkciójá-
nak ismeretéhez adatokat szolgáltassunk azáltal, hogy azokat megfigyeljük, 
hogyan viselkednek a p-bróm-metamfetamin hatására (1, 7). 

Vizsgálatainkhoz 3—4 éves 40 db tavi-kagylót használtunk és ezeket 
p-bróm-metamfetamin (V- l l l ) -a l 0 .02 mgr/kg kezeltük. Az anyag beadása 
után 1., 2., 6., 24., 48. , 96-órával az állatokból kioperáltuk a központi idegrend-
szert és azt elektronmikroszkópos vizsgálatok céljára feldolgoztuk. (2, 3) 
Ismeretes, hogy a különböző fixálószerek befolyásolják az ultrastrukturális 
képleteket (4). Ezért az elektronmikroszkópos vizsgálatainkhoz az anyagot 
nagy körültekintéssel, azonos módszerrel dolgoztuk fel, úgy a kontrollt , mint a 
kísérleti anyagot. 

Eredmények 

I. Csoport: Kontroll 

Cerebralis ganglion sejtes kéregállomány: 

A maghártya szabályos lefutású, rajta befűződések nem fordulnak elő. 
A maghártya megkettőződése jól észrevehető, az internukleáris tér kicsi. 
A maghártyán belül a belső membrán felszínén dense kromatin felhalmozódás 
észlelhető. A magvacska denzitása egyenletes, gömb alakú és a sejtmag-cent-
rumban helyezkedik el. 

1 2 * MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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A citoplazmában a sejtmag közelében a Golgi-apparátust egymáshoz 
simuló, lelapult ciszternák képviselik. Ä Golgi ciszternák végén lefűződő vezi-
kulumok észlelhetők, a lefűződött vezikulumok, melyek a ciszternákhoz közel 
helyezkednek el, centrumukban elektron dense anyagokat tartalmaznak, míg 
a távolabb levő vezikulumok világosak, elektron dense anyagot nem tartal-
maznak. A citoplazmában az ergasztoplazmát néhány durva felszínű membrán 
alkotja (1. kép). 

1. kép. Cerebralis ganglion. Kontroll; sejtmag és citoplazma részlet. Golgi-apparátus látható. 
X 33 000 

2. kép. Cerebralis ganglion. Kontroll; citoplazma részlet, számos mitokondriummal. X 33 000 

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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A citoplazmában számos mitokondrium f igyelhető meg, alakjuk ellipszis 
vagy hosszúra megnyúlt . A mitokondriumok mátrixa világos, bennük a kriszta 
jól látható (2. kép). 

Cerebralis ganglion velőállománya (Neuropil) 

A neuropilben nagyság és morfológiai változás szerint öt t ípusú veziku-
lum fordul elő, ezek a következők: 

1. Neuroszekrétum granulum: 2000 Á — 3000 Á (3. kép). 
2. Nagyméretű dense-core vezikulumok 1200—1800 Á átmérővel bírnak. 

3. kép. Cerebralis ganglion. Kontroll: neuropilből részlet, vastagabb idegrost átmetszet , benne 
számos neuroszekrétum granulum (NS). X 33 000 

4. kép. Cerebralis ganglion. Kontroll; neuropilből részlet, nagy méretű dense-core vezikulu-
mok (LDCV), kis méretű dense-core vezikulumok (SDCV), világos vezikulumok (CV) látha-

tók . X 30 000 

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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3. Kisméretű dense-core vezikulumok 700—1200 Á. A kis- és nagyméretű 
dense-core vezikulumok centrumában látható a dense-anyag, és e körül helyez-
kedik el a világos udvar. Ezen vezikulumok általában a vastagabb idegrostok 
átmetszetében, keverten fordulnak elő, de előfordulnak külön-külön idegvég-
ződésekben, ill. vékonyabb idegrost átmetszetben is (4. kép). 

4. Világos vezikulumok 600—800 Á átmérőjűek. A vékonyabb idegros-
tokban észlelhetők. 

5. Megfigyelhetők még olyan vezikulumok, melyeknek a centrumában a 
dense-anyag excentrikusan helyezkedik el. Átmérőjük 1000—2000 Ä között 
van. Ezen vezikulumokból igen kevés látható az idegvégződésekben. 

Az eredmények értékelésének leírásánál az 1 órás kísérletek adataira 
nem tértünk ki, mivel ultrastrukturális eltérést az anyagban a kontrollhoz 
viszonyítva nem észleltünk. 

II. Csoport: V-lll kezelt állatok 

A : A V - l l l - e l k e z e l t á l l a t o k k ö z p o n t i 
s z e r é b e n a b e a d á s u t á n 2 ó r á v a l a z 
v á l t o z á s o k a t é s z l e l t ü k : 

1. Cerebralis ganglion kéregállománya 

A sejtmagban a dense-kromatin eloszlása változó, kisebb-nagyobb töme-
get alkot. A maghártyán befűződések észlelhetők (5. kép). 

A citoplazmában számos mitokondrium észlelhető. A mitokondriumok 
belsejét sötét matrix tölt i ki, benne a kriszták vi lágos csík formájában észlel-
hetők. Az ergasztoplazma hosszanti ciszternák formájában látható, azok memb-
ránjának felszínén f i n o m szemcsék észlelhetők. A Golgi-apparátus igen kis 

5. kép. Cerebralis ganglion: 2 órával a V - l l l adása után. A maghártyán befűződés látható. 
A citoplazmában lizoszómák (L) láthatók. X17 000 
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6. kép. Cerebralis ganglion: 2 órával a V - l l l adása után. Citoplazma részlet, benne számos 
mitokondriummal (M) X 28 000 

7. kép. Cerebralis ganglion: 2 órával a V - l l l adása után. Neuropilből részlet. Neuroszekrétum 
granulumok (NS). Nagy méretű dense-core vezikulumok (LDCV), kis méretű dense-core 

vezikulumok (SDCV) láthatók. X 30 000 

s z á m b a n v a n j e l en . A l i z o s z ó m á k s z á m a v i s z o n y l a g n a g y , b e l s e j ü k b e n v i l á g o -

s a b b f o l t o k ész le lhe tők (5 , 6 . k é p ) . 

2. Cerebralis ganglion velőállománya (Neuropil) 

A z i d e g r o s t á t m e t s z e t e k b e n sok n e u r o s z e k r é t u m g r a n u l u m é s z l e l h e t ő . 

A n a g y m é r e t ű dense-core v e z i k u l u m o k és a k i s m é r e t ű d e n s e - c o r e v e z i k u l u m o k 

k e v e r t e n e g y a z o n i d e g v é g z ő d é s v a g y i d e g r o s t á t m e t s z e t é b e n t ö m e g e s e n f o r d u l -

n a k e lő , h a s o n l ó a n a k o n t r o l l h o z (7. k é p ) . 

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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В : А У - 1 1 1 - e l k e z e l t á l l a t o k k ö z p o n t i i d e g r e n d -

s z e r é b e n 6 ó r á v a l a z a n y a g b e a d á s a u t á n a z 

a l á b b i e l v á l t o z á s o k a t é s z l e l t ü k : 

1. Cerebralis ganglion kéregállománya 
A s e j t m a g o k b a n a d e n s e - k r o m a t i n e g y e n l ő t l e n e l o s z l á s ú . 

A c i t o p l a z m á b a n a m i t o k o n d r i u m o k s z á m a n a g y , b e l s e j ü k e t sö té t m a t -

r i x t ö l t i k i , b e n n e a k r i s z t á k v i l ágos c s í k f o r m á j á b a n é s z l e l h e t ő k (8. k é p ) . 

A G o l g i - a p p a r á t u s és az e r g a s z t o p l a z m a h á t t é r b e s z o r u l t . A l i z o s z ó m á k s z á m a 

e lég magas és i g e n n a g y m é r e t ű e k , a b e l s e j ü k e t v i l á g o s a b b és s ö t é t e b b h o m o g é n 

a n y a g t ö l t i k i ( 8 . kép ) . 

2. Cerebralis ganglion velőállománya (Neuropil) 
A v e l ő á l l o m á n y b a n s z á m o s o l y a n i d e g r o s t és i d e g v é g z ő d é s t a l á l h a t ó , 

a m e l y e k t a r t a l m a z n a k d e n s e - c o r e v e z i k u l u m o k a t . K ü l ö n ö s e n f e l t ű n ő v o l t az , 

h o g y 6 ó r á v a l az a n y a g b e a d á s a u t á n a k i s m é r e t ű , d e n s e - c o r e v e z i k u l u m o k 

n a g y t ö b b s é g é b ő l az e l e k t r o n - d e n s e a n y a g k i ü r ü l t (9 . k é p ) . A n a g y m é r e t ű 

dense-core v e z i k u l u m o k d e n z i t á s á b a n k ü l ö n ö s e b b v á l t o z á s t a k o n t r o l i h o z v i -

s z o n y í t v a n e m é s z l e l t ü n k . 

С : A У - 1 1 1 - e l k e z e l t á l l a t o k k ö z p o n t i i d e g r e n d -

s z e r é b e n 2 4 ó r a e l t e l t é v e l a z a n y a g b e a d á s a 

u t á n a z a l á b b i e l v á l t o z á s o k a t é s z l e l t ü k : 

1. Cerebralis ganglion kéregállománya 
A z a n y a g beadása u t á n 2 4 óra e l t e l t é v e l az i d e g s e j t e k c i t o p l a z m á j á b a n a 

s e j t o r g a n e l l u m o k k ö z ü l a m i t o k o n d r i u m o k v a n n a k a l e g n a g y o b b s z á m b a n . 

8. kép. Cerebralis ganglion: 6 órával a V - l l l adása után. Sejt részlet. Számos mitokondrium 
látható (M), t o v á b b á óriás méretű lizoszómák (L). X 30 000 
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9. kép. Cerebralis ganglion: neuropil részlet. Kis méretű dense-core vezikulumok (SDCV) 
6 órával a V - l l l adása után. X24 000 

10. kép. Cerebralis ganglion: 24 órával a V - l l l beadása után. Sejtrészlet. Citoplazmában szá-
mos mitokondrium (M), neuroszekrétum granulum (NS), nagy méretű dense-core vez ikulum 

(LDCV) látható. X 28 000 

A m i t o k o n d r i u m o k b e l s e j é b e n a m á t r i x s ö t é t , b e n n ü k a k r i s z t á k v i lágos c s í k o k 

f o r m á j á b a n l á t h a t ó k . A z e r g a s z t o p l a z m a és a G o l g i - a p p a r á t u s h á t t é r b e s z o r u l t . 

A c i t o p l a z m á b a n n e u r o s z e k r é t u m g r a n u l u m o k és a n a g y o b b á t m é r ő j ű d e n s e -

core v e z i k u l u m o k l á t h a t ó k (10 . k é p ) . 

2. A cerebralis ganglion velő állomány a (Neuropil) 

A keze lés u t á n 24 ó r á v a l az i d e g v é g z ő d é s e k b e n s z á m o s o l y a n v e z i k u l u m 

v a n , a m e l y i k n e m t a r t a l m a z e l e k t r o n - d e n s e a n y a g o t . F e l t ű n ő , h o g y a k i s m é r e t ű 

dense-core v e z i k u l u m o k d e n z i t á s a t e l j e sen m e g s z ű n t (11 . k é p ) . 

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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11. kép. Cerebralis ganglion: 24 órával a V - l l l adása után. Neuropilből részlet. Számos üres 
kis méretű dense-core vezikulum (SDCV), neuroszekrétum granulum látható (NS). X 28 000 

12. kép. Cerebralis ganglion: 48 órával a V - l l l adása után. Sejtrészlet. Citoplazmában nagy 
vakuolumok (V). mitokondrium (M) láthatók. X 28 000 

13. kép. Cerebralis ganglion: 48 órával a V - l l l adása után. Neuropilből részlet. Neuroszekré-
tum granulum (NS) , üres kis méretű dense-core vezikulumok (SDCV) láthatók. X 24 000 

MTA Biol. Oszt. Kőzi. 23 (1980) 
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A n a g y o b b m é r e t ű dense -co re v e z i k u l u m o k , v a l a m i n t a n e u r o s z e k r é t u m 

g r a n u l u m o k d e n z i t á s a l é n y e g e s v á l t o z á s t n e m m u t a t o t t . 

D : V - l l l - e l k e z e l t á l l a t o k k ö z p o n t i i d e g r e n d s z e -

r é b e n 4 8 ó r á v a l a b e a d á s u t á n a z a l á b b i e l v á l -

t o z á s o k a t é s z l e l t ü k : 

1. Cerebralis ganglion kéregállománya 

A 4 8 órás k í s é r l e t i a n y a g b a n a c e r e b r á l i s g a n g l i o n k é r e g á l l o m á n y á b a n a 

s e j t m a g o n b e l ü l a dense k r o m a t i n s z é t s z ó r t a n t a l á l h a t ó , a m a g h á r t y a k ö z e l é b e n 

ez az a n y a g a be lső m e m b r á n o n k i s e b b - n a g y o b b c s o p o r t o k a t i s k é p e z h e t . 

F e l t ű n ő , h o g y a c i t o p l a z m á b a n n a g y o b b v a k u o l u m o k k e l e t k e z t e k , a m e l y e k b e n 

v i l á g o s , t e l j e s e n h o m o g é n a n y a g l á t h a t ó . A m i t o k o n d r i u m o k s ö t é t m á t r i x s z a l 

r e n d e l k e z n e k , b e n n ü k a b e l s ő m e m b r á n v i l á g o s c s í k o k f o r m á j á b a n l á t h a t ó 

(12. k é p ) . A G o l g i - a p p a r á t u s és az e r g a s z t o p l a z m a i g e n k i s s z á m b a n é s z l e l h e t ő . 

2. Cerebrális ganglion velőállománya (Neuropil) 

A 4 8 ó rás k í s é r l e t i a n y a g b a n az i d e g r o s t o k és i d e g v é g z ő d é s e k b e n a k i s e b b 

m é r e t ű d e n s e - c o r e v e z i k u l á k d e n z i t á s a m e g s z ű n t (13 . k é p ) . A n e u r o s z e k r é t u m 

g r a n u l u m o k , v a l a m i n t a n a g y o b b m é r e t ű dense -co re v e z i k u l u m o k d e n z i t á s á b a n 

l é n y e g e s v á l t o z á s t n e m é s z l e l t ü n k . 

M e g j e g y e z n i k í v á n j u k , h o g y a p e d a l i s és v i s c e r a l i s g a n g l i o n o k b a n m e g -

e g y e z ő e r e d m é n y t k a p t u n k a c e r e b r á l i s g a n g l i o n o k b a n é s z l e l t e k k e l . T o v á b b á a 

9 6 ó r á s k e z e l é s e k u t á n s e m k a p t u n k e l t é r ő e r e d m é n y t a f e n t i e k h e z v i s z o n y í t v a , 

e z é r t e z e k rész le tes l e í r á s á t ó l e l t e k i n t ü n k . 

E r e d m é n y e k megbeszé lése 

K N O L L és m u n k a t á r s a i (5 , 1 0 , 8 ) g e r i n c e s á l l a t o k b a n k i m u t a t t á k , h o g y a 

p - b r ó m - m e t a m f e t a m i n ( V - l l l ) i r r e v e r z i b i l i s e n g á t o l j a az 5 - H T i n t r a n e u r á l i s 

f e l v é t e l é t . E z a gá t l ás e l ő s z ö r s z e r o t o n e r g t ó n u s e m e l k e d é s é h e z , m a j d n a g y o n 

h o s s z a n t a r t ó c s ö k k e n é s é h e z veze t . A t ó n u s e m e l k e d é s i s z a k a s z á b a n a v e g y ü l e t 

egé ren , p a t k á n y o n , n y ú l o n és m a c s k á n az L S D - h e z h a s o n l ó a n h a t (8 , 9 , 1 1 ) . 

T o v á b b á az is i s m e r e t e s , h o g y a p - b r ó m - m e t a m f e t a m i n k i s a d a g b a n s e r k e n t i , 

n a g y o b b a d a g b a n g á t o l j a a m a g a s a b b r e n d ű i d e g m ű k ö d é s t (6 ) . 

A p - b r ó m - m e t a m f e t a m i n h a t á s á t a t a v i - k a g y l ó k ö z p o n t i i d e g r e n d s z e r é -

h e n v i z s g á l t u k e l e k t r o n m i k r o s z k ó p p a l , k ü l ö n ö s t e k i n t e t t e l a c e r e b r a l i s g a n g l i o n -

ra . I s m e r e t e s , h o g y a c e r e b r a l i s g a n g l i o n n a k n a g y s z e r e p e t t u l a j d o n í t a n a k az 

á l l a t m a g a t a r t á s á b a n . V i z s g á l a t a i n k b a n m e g á l l a p í t o t t u k , h o g y a t a v i k a g y l ó -

b a n i g e n k i s dóz is , 0 ,02 m g r / k g is l é n y e g e s e l t é rés t a d o t t a k o n t r o l l h o z v i s z o -

n y í t v a . A V - l l l b e a d á s a u t á n 2 ó r á v a l a c i t o p l a z m á b a n m i t o k o n d r i u m o k fe l -
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s z a p o r o d á s a v o l t é s z l e l h e t ő . T o v á b b á a V - l l l b e a d á s a u t á n 6 ó r a e l t e l t é v e l a 

k i s m é r e t ű d e n s e - c o r e v e z i k u l u m t ö b b s é g é b ő l az e l e c t r o n - d e n s e a n y a g k i ü r ü l t . 

E z a k i ü r ü l é s 2 4 , 4 8 , 96 ó r a e l t e l t é v e l m é g f o k o z ó d o t t . A n a g y m é r e t ű dense-

c o r e v e z i k u l u m o k a f e n t i a n y a g h a t á s á r a v á l t o z á s t n e m m u t a t t a k . 

T ö b b éves szezoná l i s v i z s g á l a t a i n k b a n m e g f i g y e l t ü k , h o g y a t a v i k a g y l ó 

k ö z p o n t i i d e g r e n d s z e r é b ő l a V - l l l s z e l e k t í v e n ü r í t i a b i o g é n a m i n o k a t . 

I r o d a l o m b ó l i s m e r e t e s , h o g y a V - l l l s z e l e k t í v s z e r o t o n e r g a m f e t a m i n ( 1 0 ) , 

e n n e k a l a p j á n az a k ö v e t k e z t e t é s t e h e t ő , h o g y a t a v i k a g y l ó k ö z p o n t i i d e g -

r e n d s z e r é b e n a k i s m é r e t ű d e n s e - c o r e v e z i k u l u m o k a s z e r o t o n i n g f u n k c i ó h o z 

k a p c s o l ó d n a k . 

K ö s z ö n e t n y i l v á n í t á s 

K ö s z ö n e t e m f e j e z e m k i D r . K n o l l J ó z s e f a k a d é m i k u s n a k , h a s z n o s t a n á 

c s a i é r t és a g y ó g y s z e r é r t , a m e l l y e l a k í s é r l e t e k e t v é g e z t e m . 
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Budapes t 

A s e j t p r o l i f e r á c i ó t s e r k e n t ő és g á t l ó , t e r m é s z e t e s ( e n d o g é n ) a n y a g o k l é te -

zésérő l s z ö v e t e k d u r v a k i v o n a t a i v a l és e z e k , v a l a m i n t a s z é r u m k ü l ö n b ö z ő f o k -

b a n t i s z t í t o t t f r a k c i ó i v a l sze rze t t t a p a s z t a l a t o k t a n ú s k o d n a k ( B I S M A R C K és 

m t s a i 1 9 7 5 , GOSPODAROWICZ és M O R A N 1 9 7 6 , BALÁZS 1 9 7 9 , R U D L A N D és D E 

ASUA 1 9 7 9 ) . E l m é l e t i j e l e n t ő s é g ü k és g y a k o r l a t i f e l h a s z n á l á s u k p o t e n c i á l i s l ehe -

t ő s é g e i ( R Y T Ö M A A és m t s a i 1 9 7 6 , R Y T Ö M A A és m t s a i 1 9 7 7 ) k ü l ö n ö s f o n t o s s á g o t 

k ö l c s ö n ö z n e k a s e j t p r o l i f e r á c i ó e n d o g é n , g á t l ó a n y a g a i n a k és ezek s z ö v e t - i l l e t v e 

s e j t v o n a l - s p e c i f i k u s h a t á s ú n a k t a r t o t t , s o k v i t á t k a v a r ó , m a is e l l e n t m o n d á s o s 

v á l t o z a t a i n a k , az ú n . k a l o n o k n a k ( B U L L O U G H 1 9 6 2 , T H O R N L E Y és L A U R E N C E 

1 9 7 5 , B U L L O U G H 1 9 7 5 , I V E R S E N 1 9 7 6 ) . A k a l o n e l m é l e t á l t a l á n o s e l f o g a d á s á n a k 

m á i g l e g n a g y o b b a k a d á l y a a h a t ó a n y a g o k s z ö v e t - i l l e t v e s e j t v o n a l - s p e c i f i k u s 

h a t á s a i n a k b i z o n y í t á s á r a h a s z n á l t , t ú l n y o m ó t ö b b s é g ü k b e n i n v i t r o t e s z t r e n d -

szerek a l k a l m a s s á g á v a l s z e m b e n h a n g o z t a t o t t k é t e l y e k b e n , v a l a m i n t a b i o l ó g i a i 

h a t á s o k a t k ö z v e t í t ő a n y a g o k k é m i a i t e r m é s z e t é r e és s z e r k e z e t é r e v o n a t k o z ó 

i s m e r e t e k e l é g t e l e n s é g é b e n és b i z o n y t a l a n s á g a i b a n k e r e s e n d ő ( T H O R N L E Y és 

L A U R E N C E 1 9 7 5 ) . N a p j a i n k i g m i n t e g y 20 - f é l e s z ö v e t k i v o n a t b a n í r t a k le szö-

v e t s p e c i f i k u s g á t l ó h a t á s o k a t (B A L Á Z S 1 9 7 9 , B U L L O U G H 1 9 7 5 , I V E R S E N 1 9 7 6 ) . 

A z o n b a n a h a t á s m e c h a n i z m u s á n a k és m é g i n k á b b a h a t á s o k a t h o r d o z ó a n y a -

g o k k é m i a i t e r m é s z e t é n e k r é s z l e t e s e b b e lemzésé re c s a k a g r a n u l o i d ( R Y T Ö M A A 

1 9 7 6 , R Y T Ö M A A és m t s a i 1 9 7 6 , P A U K O V I T S 6 S m t s a i 1 9 7 7 , RYTÖMAA és m t s a i 

1 9 7 7 , M A U R E R és m t s a i 1 9 7 8 , P A U K O V I T S és H I N T E R B E R G E R 1 9 7 8 , R Y T Ö M A A és 

T O I V O N E N 1 9 7 9 ) és r é s z b e n az e p i d e r m á l i s ( H O N D I U S — B O L D I N G H és L A U R E N C E 

1 9 6 8 , E L G J O 1 9 7 3 , M A R K S 1 9 7 4 ) , i l l e t v e A l i m f o i d ( A T T A L L A H és Н О И С К 1 9 7 6 , 

H I E S T A N D és m t s a i 1 9 7 7 , Н О И С К 1 9 7 9 ) e r e d e t ű i n h i b i t o r o k e s e t e i b e n k e r ü l t s o r . 

T ü d ő s z ö v e t b ő l k é s z í t e t t d u r v a v i zes k i v o n a t o k i n v i t r o g á t l ó h a t á s á t S I M N E T T 

és m t s a i ( 1 9 6 9 ) „ s h o r t t e r m " t ü d ő e x p l a n t a t u m o k o n , a t ü d ő s z ö v e t v i z e s k i -

v o n a t a 3 — 5 х Ю 4 m o l s ú l y t a r t o m á n y b a eső a n y a g o k a t t a r t a l m a z ó u l t r a f i l -

t r á t u m á n a k g á t l ó h a t á s á t p e d i g Н о и с к ( 1 9 7 6 ) b r o n c h i a l i s c a r c i n o m a s e j t t e n y é -

s z e t e k b e n m u t a t t á k k i . 

E b b e n a k ö z l e m é n y b e n egy o l y a n , m a r h a t ü d ő s z ö v e t v i zes k i v o n a t á b ó l 

n y e r t , f e h é r j e t e r m é s z e t ű a n y a g rész leges t i s z t í t á s á r ó l s z á m o l u n k b e , a m e l y 

egér t ü d ő s z ö v e t s e j t j e i n e k i n v i v o D N S s z i n t é z i s é t s z ö v e t - i l l e t v e s e j t v o n a l -

s p e c i f i k u s m ó d o n g á t o l j a . 

MTA Biol. Oszl. Közi. 23 (1980) 



190 MENYHÁRT JÁNOS ÉS MARCSEK. ZOLTÁN 

A n y a g és m ó d s z e r 

A) Felhasznált anyagok és eszközök 

A k í s é r l e t e k s o r á n f e l h a s z n á l t v a l a m e n n y i v e g y s z e r t a R e a n a l V e g y s z e r -

g y á r b ó l s z e r e z t ü k b e , a . l t . m i n ő s é g b e n . A k r o m a t o g r á f i á s e l v á l a s z t á s c é l j á r a 

D E A E S e p h a d e x A - 5 0 , C M S e p h a d e x С — 2 5 , S e p h a d e x G - 7 5 g é l e k e t , i l l e t v e 

2 , 6 X 100 c m és 5 , 0 X 85 c m m é r e t ű o s z l o p o k a t ( P h a r m a c i a F i n e C h e m i c a l ) 

h a s z n á l t u n k . U t ó b b i a k e g y e n l e t e s á t á r a m o l t a t á s á t az e l u c i ó k s o r á n V a r i o -

p e r p e x ( L K B ) p u m p á k k a l b i z t o s í t o t t u k . A s e j t t e n y é s z e t e k h e z P a r k e r T C 1 9 9 

m é d i u m o t ( O K I , B u d a p e s t ) h a s z n á l t u n k . A D N S sz in téz is m é r é s e 3 H — T d R 

( A m e r s h a m , 25 C i / m m o l ) seg í t ségéve l t ö r t é n t . 

Vizes kivonat készítése marha tüdőszövetből 

A f e l d o l g o z á s r a k e r ü l t m a r h a t ü d ő k e t a b u d a p e s t i m a r h a v á g ó h í d r ó l sze-

r e z t ü k be. A z á l l a t o r v o s á l t a l egészségesnek m i n ő s í t e t t á l l a t o k t ü d e j é t , k ö z v e t -

l e n ü l a m e l l k a s m e g n y i t á s á t k ö v e t ő e n e l t á v o l í t o t t u k , m a j d j é g g e l e l ő r e h ű t ö t t 

e d é n y e k b e n a l a b o r a t ó r i u m b a s z á l l í t o t t u k és m é l y h ű t ő b e h e l y e z t ü k . A t ü d ő k 

f e l d o l g o z á s a az á l l a t o k l e v á g á s á t k ö v e t ő 4 0 p e r c e n b e l ü l m i n d e n ese tben e l -

k e z d ő d ö t t . A f e l d o l g o z á s v a l a m e n n y i lépése h ű t ö t t k ö r ü l m é n y e k k ö z ö t t ( 2 — 

4 ° C ) t ö r t é n t . 

A k i v o n á s i m ű v e l e t e t , h a t á s f o k á n a k n ö v e l é s e é r d e k é b e n , t ö b b l épésben 

v é g e z t ü k . A z e s e t e n k é n t 4 — 6 k g s ú l y ú s z ö v e t e t , d u r v a f e l a p r í t á s u t á n j é g -

h i d e g f i z i o l ó g i á s s ó o l d a t b a n m o s t u k , m a j d j é g s z e k r é n y b e n m ű k ö d t e t e t t e l e k t -

r o m o s h ú s d a r á l ó n , e g y m á s t k ö v e t ő k é t a l k a l o m m a l á t d a r á l t u k . A m e g d a r á l t 

s z ö v e t e t t í zsze res m e n n y i s é g ű , h ű t ö t t d e s z t i l l á l t v í z b e n s z u s z p e n d á l t u k , m a j d 

1 5 0 0 ml-es t é r f o g a t o k b a n , 2 p e r c e n á t 2 x l 0 4 m i n 1 f o r d u l a t s z á m m a l m ű k ö d -

t e t e t t W a r i n g b l e n d o r r a l a p r í t o t t u k . E z t k ö v e t ő e n a s z u s z p e n z i ó t 1 0 x 2 p e r c e n 

á t h ű t ő s z e k r é n y b e h e l y e z e t t 7 0 W t e l j e s í t m é n y ű u l t r a h a n g d e z i n t e g r á t o r r a l k e -

z e l t ü k , m a j d é j s z a k á n á t , 2 ° C - o n á l l n i h a g y t u k . 

Az í g y e l ő k é s z í t e t t a n y a g o t 4 r é t e g gézen á t s z ű r t ü k , a s z ű r l e t h e z 0 , 1 M 

v é g k o n c e n t r á c i ó b a n , T r i s z — H C l p u f f e r t ( p H 5,5) a d t u n k , m a j d egy J 2 1 B 

( B e c k m a n ) c e n t r i f u g a , 1,8 1 ű r t a r t a l m ú z o n á l i s r o t o r j á b a n , 2 °C h ő m é r s é k l e t e n , 

3 0 percen á t , 4 x l 0 4 g nehézség i e rőve l ü l e p í t e t t ü k . F r a k c i o n á l á s h o z az í g y 

n y e r t f e l ü l ú s z ő t h a s z n á l t u k f ö l . 

A vizes kivonat frakcionálása : 

a) Ultraszűrés: az e l ő z ő e k sze r i n t k a p o t t f e l ü l ú s z ó t , r e c i r k u l á c i ó s r e n d -

s z e r b e n m ű k ö d t e t e t t A m c o n H l P l 00 k a p i l l á r i s m e m b r á n f i l t r á c i ó s egységge l 

( n o m i n á l i s s z ű r é s i h a t á r : 105 d a l t o n ) s z ű r t ü k , m a j d a f i l t r á c i ó s m a r a d é k o t 

( r e t e n t á t u m ) t í zsze res t é r f o g a t ú T r i s z — H C l p u f f e r (0 ,1 M , p H 5,5) f o l y a -

m a t o s u t á n t ö l t é s é v e l s z ű r t ü k t o v á b b . 
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A s z ű r l e t e t , s z a k a s z o s r e n d s z e r b e n m ű k ö d t e t e t t A m i c o n H 1 P 1 0 k a p i l l á r i s 

m e m b r á n o n ( n o m i n á l i s s z ű r é s i h a t á r : 10 4 d a l t o n ) t ö r t é n ő szű résse l k o n c e n t r á l -

t u k és az e k k o r n y e r t , 10 4 és 105 d a l t o n m o l s ű l y h a t á r o k k ö z é eső a n y a g o k a t 

t a r t a l m a z ó r e t e n t á t u m p H - j á t , m e g f e l e l ő össze té te l ű T r i s z — H C l p u f f e r r a l 

(0 ,1 M ) s z e m b e n t ö r t é n ő d i a l í z i s s e g í t s é g é v e l p H 8 ,0 -as é r t é k r e á l l í t o t t u k be . 

b . ) Oszlopkromatográfia: a f e n t i e k s z e r i n t e l ő k é s z í t e t t s z ű r l e t e t D E A E 

S e p h a d e x A - 5 0 gé l le l t ö l t ö t t , 5 x 8 5 c m o s z l o p o n , s z a k a s z o s g r á d i e n s e l u c i ó v a l , 

0 ,65 m l / p e r c á t f o l y á s i sebességge l k r o m a t o g r á f á l t u k . A z e l u c i ó t 0 , 1 M T r i s z — 

H C l p u f f e r r e l ( p H = 5 , 5 ) k e z d t ü k , m a j d az első csúcs m e g j e l e n é s e k o r i n d í t o t t 

N a C l g r á d i e n s s e l f o l y t a t t u k . A z egyes e l u c i ó s s z a k a s z o k a t az a l á b b i t é r f o g a t ú 

és ö s s z e t é t e l ű e luc iós f o l y a d é k s o r j e l e n t e t t e : a) 1100 m l 0 , 1 M T r i s z — H C l 

( p H = 8 , 0 ) ; b ) 900 m l T r i s z + 0 ,05 M N a C l ( p H = 7 , 3 ) ; c ) 1100 m l T r i s z 

0 , 1 M N a C l ( p H = 7 , 0 ) ; d ) 9 0 0 m l T r i s z + 0 ,2 M N a C l ( p H = 6 , 8 ) ; e) 1 6 0 0 m l 

T r i s z + 0 , 3 5 M N a C l ( p H = 6 ,0 ) . 

A b i o l ó g i a i a k t i v i t á s t (1 . k é s ő b b ) m u t a t ó ö s s z e t e v ő k e t t a r t a l m a z ó k r o m a -

t o g r á f i á s f r a k c i ó k a t , a H 1 P 1 0 k a p i l l á r i s m e m b r á n f i l t r á c i ó s e g y s é g s e g í t s é g é v e l , 

0 , 1 M T r i s z — a c e t á t p u f f e r r e l ( p H = 5 , 5 ) s z e m b e n v é g z e t t d i a l í z i s u t á n , u g y a n -

ezen p u f f e r r e l e g y e n s ú l y b a h o z o t t C M S e p h a d e x G - 2 5 g é l l e l t ö l t ö t t 2 ,6 x 100 c m 

m é r e t ű o s z l o p o n t i s z t í t o t t u k t o v á b b . A z o s z l o p szakaszos e l u c i ó j a o l y a n p u f f e r -

sor a l k a l m a z á s á v a l t ö r t é n t , a m e l y az a l á b b m e g a d o t t k o n c e n t r á c i ó j ú N a C l 

m e l l e t t , e c e t s a v v a l a k í v á n t p H é r t é k r e b e á l l í t o t t , 0 ,1 M k o n c e n t r á c i ó j ú T r i s z - t 

t a r t a l m a z o t t . A z e luc iós s z a k a s z o k a t az a l á b b i t é r f o g a t ú és ö s s z e t é t e l ű p u f f e r e k 

k é p e z t é k : a ) 3 0 0 m l T r i s z — a c e t á t ( p H = 5 , 5 ) ; b ) 250 m l 0 , 0 2 5 M N a C l ( p H 

= 5 , 7 ) ; c ) 2 5 0 m l 0 ,05 M N a C l ( p H = 6 , 0 0 ) ; d ) 250 m l 0 , 0 7 5 M N a C l ( p H = 

= 6 , 1 1 5 ) ; e) 3 0 0 m l 0 , 1 M N a C l ( p H = 6 , 5 ) ; f ) 500 m l 0 ,3 M N a C l ( p H = 7 , 5 ) . 

A b i o l ó g i a i a k t i v i t á s t (1 . k é s ő b b ) t a r t a l m a z ó k r o m a t o g r á f i á s f r a k c i ó k a t , 

a H 1 P 1 0 k a p i l l á r i s m e m b r á n egység seg í t ségéve l , P B S - s e l s z e m b e n v é g z e t t 

d i a l í z i s t k ö v e t ő e n , 2 , 6 x 2 0 0 c m m é r e t ű , S e p h a d e x G - 6 5 - t e l t ö l t ö t t o s z l o p o n 

k r o m a t o g r a f á l t u k . A z e l u c i ó t 0 ,44 m l / p e r c sebességgel á r a m o l t a t o t t P B S - s e l 

v é g e z t ü k . A z o s z l o p o k a t e l őze tesen a l b u m i n V . f r a k c i ó v a l ( m s : 6 5 , 0 0 0 D ) és 

c i t o k r ó m C - v e l ( m s : 1 2 , 0 0 0 D ) k a l i b r á l t u k . 

A z e l u á t u m o k o p t i k a i a k t i v i t á s á t , v a l a m e n n y i k r o m a t o g r á f i á s e l j á r á s 

s o r á n 2 8 0 n m - e n , U v i k o r d I I . ( L K B ) f o t o m é t e r r e l , f o l y a m a t o s a n r e g i s z t r á l t u k . 

Közelítő molsúlymeghatározások 

A rész l egesen t i s z t í t o t t , b i o l ó g i a i l a g a k t í v k r o m a t o g r á f i á s f r a k c i ó k a n y a -

g a i n a k k ö z e l í t ő m o l s ú l y á t r é s z b e n k a l i b r á l t S e p h a d e x G - 7 5 o s z l o p o n ( 1 . f e n -

t e b b ) , r é s z b e n az ü l e p e d é s i sebesség m ó d s z e r é v e l , a l b u m i n s t a n d a r d r a v o n a t -

k o z t a t v a , u l t r a c e n t r i f u g á v a l h a t á r o z t u k m e g ( B O W E N 1 9 7 0 ) . 

Kémiai analízis: A z e l u á t u m o k f e h é r j e t a r t a l m á t az a d s z o r b e n c i a 2 8 0 n m - e n 

t ö r t é n ő f o l y a m a t o s m é r é s é v e l , e s e t e n k é n t p e d i g LOWRY ( L O W R Y és m t s a i 1 9 5 1 ) 
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s z e r i n t h a t á r o z t u k m e g . A m i n t á k D N S t a r t a l m á n a k m e g h a t á r o z á s a a B U R T O N 

f . e l j á rássa l ( B U R T O N 1956 ) t ö r t é n t . 

+ biológiai aktivitás (3H—TdR beépülés DNS-be) mérése 

V a l a m e n n y i , b i o l ó g i a i t e s z t e l é s r e k e r ü l t k r o m a t o g r á f i á s f r a k c i ó t P B S - s e l 

s z e m b e n k i m e r í t ő e n d i a l i z á l t u n k , az e luc iós f o l y a d é k o k n e m k í \ r á n a t o s , k i s m o l -

s ú l y ú k o m p o n e n s e i n e k e l t á v o l í t á s a é r d e k é b e n . 

a) In vivo teszt rendszerek 

1. Szkrinelő teszt: a c s a k k i s f o k b a n t i s z t í t o t t n a k t e k i n t e t t D E A E 

S e p h a d e x f r a k c i ó k b i o l ó g i a i a k t i v i t á s á n a k t e s z t e l é s é t ú n . s z k r i n e l ő e l j á r á s s a l 

v é g e z t ü k . E n n e k s o r á n e g e r e k azonos t ü d ő l e b e n y e n e d v e s s ú l y r a v o n a t k o z t a -

t o t t e g y s é g n y i m e n n y i s é g é b e n m é r h e t ő r a d i o a k t i v i t á s é r t é k e k e t h a s o n l í t o t t u k 

össze. A s z k r i n e l ő t esz t m e n e t e a k ö v e t k e z ő v o l t . M i n d e n f r a k c i ó t e s z t e l é s e 

30 d b 25 g s ú l y ú , s a j á t t e n y é s z t é s ű , C L F P e g é r b ő l á l l ó c s o p o r t o n t ö r t é n t . 

A z ege reke t a D E A E S e p h a d e x f r a k c i ó k 12 ,5 m g f e h é r j e / k g d ó z i s a i v a l , i . p . 

i n j i c i á l t u k . A z a d a g o l á s t 1 ,5 ó r á s i d ő k ö z ö k b e n , 4 a l k a l o m m a l m e g i s m é t e l t ü k . 

A 6 órás i d ő i n t e r v a l l u m b a n b e a d o t t a n v a g összes m e n n y i s é g e t e h á t 50 m g 

f e h é r j e / k g v o l t . A z első d ó z i s b e a d á s á n a k i d ő p o n t j á t ó l s z á m í t o t t 5. ó r á b a n , 

0 ,5 m C i / k g , i . p . : ! H — T d R - t a d a g o l t u n k . A z i z o t ó p b e a d á s á t k ö v e t ő 1,5 ó r á b a n 

az e g e r e k e t d e k a p i t á l t u k , t ü d e j ü k azonos l e b e n y é t e l t á v o l í t o t t u k , ezek s ú l y á t 

0 ,5 m g p o n t o s s á g g a l l e m é r t ü k , m a j d s z c i n t i l l á c i ó s e d é n y b e m é r t , l m l S o l u e n e -

100 ( P a c k a r d ) s z o l u b i l i z á l ó o l d a t b a h e l y e z t ü k . A t ü d ő l e b e n y e k e t t a r t a l m a z ó 

e d é n y e k e t , é j s z a k á n á t , s z o b a h ő m é r s é k l e t e n , 150 m i n - 1 f r e k v e n c i á v a l r á z a t t u k , 

m a j d a s z o l u b i l i z á l t t ü d ő t t a r t a l m a z ó e d é n y e k b e 10 m l Р Р 0 — Р 0 Р 0 Р t a r t a l m ú , 

t o l u o l o s s z c i n t i l l á c i ó s f o l y a d é k o t m é r t ü n k . 4 ó r á s á l lás u t á n a m i n t á k r a d i o -

a k t i v i t á s á t f o l y a d é k s z c i n t i l l á c i ó s s p e k t r o m é t e r r e l ( P a c k a r d T r i C a r b 2110) m e g -

h a t á r o z t u k . A m i n t á k e g y e d i h a t á s f o k á n a k m e g í t é l é s e é r d e k é b e n , a r a d i o a k t i -

v i t á s m é r é s e a u t o m a t i k u s k ü l s ő s t a n d a r d i z á l á s s a l t ö r t é n t . A s z á m í t á s o k a t a 

h a t v á n y g ö r b é k l i n e á r i s t r a n s z f o r m á c i ó j á n a k reg ressz iós a n a l í z i s é v e l , m i k r o -

s z á m í t ó g é p e n v é g e z t ü k . 

2. DNS-be épült 41—TdR specifikus aktivitásának mérése: a nagyobb 
m é r t é k b e n t i s z t í t o t t C M S e p h a d e x f r a k c i ó k i n v i v o b i o l ó g i a i a k t i v i t á s á n a k és 

s z ö v e t - s p e c i f i c i t á s á n a k t e s z t e l é s é t a k ü l ö n b ö z ő s z ö v e t e k b ő l ( t ü d ő , l ép , v e s e ) 

i z o l á l t D N S s ú l y e g y s é g é b e b e é p ü l t j e l z e t t t i m i d i n m e n n y i s é g é n e k m é r é s é v e l 

v é g e z t ü k . E g y - e g y f r a k c i ó t esz te lése 2 0 — 2 0 d b e g é r b ő l á l l ó á l l a t c s o p o r t o k o n 

t ö r t é n t . A f r a k c i ó k a n y a g a i n a k a d a g o l á s á t az 1. p o n t a l a t t l e í r t a k s z e r i n t v é g e z -

t ü k , azza l a k ü l ö n b s é g g e l , h o g y e b b e n a k í s é r l e t s o r o z a t b a n , a m á s f é l ó r á n k é n t 

i s m é t e l t e g y s z e r i dóz is 7 , 5 m g f e h é r j e / k g , a 6 ó r a a l a t t b e a d o t t összes a n y a g -

m e n n y i s é g 3 0 m g f e h é r j e / k g v o l t . D e k a p i t á l á s t k ö v e t ő e n m i n d e n á l l a t k é t , a z o -

nos t ü d ő l e b e n y é t e l t á v o l í t o t t u k és a k é t l e b e n y t , p á r h u z a m o s mérések c é l j á r a 

k ü l ö n - k ü l ö n d o l g o z t u k f e l , az a l á b b i a k s z e r i n t . A l e b e n y e k e t 3 m l j é g h i d e g , 
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7 % - o s T C A - v a l h o m o g e n i z á l t u k . A k e l e t k e z e t t c s a p a d é k o t l e c e n t r i f u g á l t u k , 

m a j d k é t s z e r 7 % T C A - b a n , ezt k ö v e t ő e n e t a n o l - é t e r 3 : 1 a r á n y ú k e v e r é k é b e n , 

v é g ü l é t e r b e n r e s z u s z p e n d á l v a m o s t u k . A z é teres k i v o n á s u t á n v i s s z a m a r a d ó 

c s a p a d é k o t 1,5 M H C 1 0 4 - b a n , f o r r ó v í z f ü r d ő n , 30 p e r c i g h i d r o l i z á l t u k , s z ű r t ü k 

és a s z ű r l e t 0,5 m l - é b e n m é r h e t ő r a d i o a k t i v i t á s t 5,0 m l I n s t a g e l ( P a c k a r d ) 

s z c i n t i l l á c i ó s f o l y a d é k h o z z á a d á s a u t á n az 1. p o n t b a n l e í r t a k s z e r i n t m e g -

h a t á r o z t u k . U g y a n a z o n s z ű r l e t b ő l D N S m e g h a t á r o z á s o k a t is v é g e z t ü n k . A m é -

rések e r e d m é n y e i t dpm/,Mg D N S e g y s é g e k b e n f e j e z t ü k k i . 

b) In vitro-teszt-rendszerek 

A z i n v i v o h a t á s o s n a k m u t a t k o z ó f r a k c i ó k b i o l ó g i a i a k t i v i t á s á t , a f e n t 

i s m e r t e t e t t i n v i v o r e n d s z e r e k m e l l e t t , i n v i t r o r e n d s z e r e k b e n is m e g v i z s g á l t u k . 

I n v i t r o t e s z t - r e n d s z e r k é n t P a r k e r T C 199 m é d i u m b a n B e l l c o c s ö v e k b e n 37 °C-

o n t e n y é s z t e t t c s o n t v e l ő ( З х Ю 6 s e j t / m l ) és t i m o c i t a ( 5 х Ю 6 s e j t / m l ) k u l t ú r á k 

s z o l g á l t a k . A b i o l ó g i a i h a t á s mérése 3 H — T d R D N S - b e t ö r t é n ő b e é p ü l é s i sebes-

ségének m e g h a t á r o z á s á v a l t ö r t é n t , az i n k u b á c i ó 3 — 4 . ó r á j á b a n . 

Autoradiográfia: a n n a k é r d e k é b e n , h o g y k é p e t k a p j u n k az i n v i v o a d a -

g o l t j e l z e t t t i m i d i n n e k a t ü d ő t f e l é p í t ő s e j t e k D N S - é b e n t ö r t é n t megosz lásá -

r ó l — a r a d i o a k t i v i t á s s z ö v e t b e l i l o k a l i z á l t s á g á r ó l — , n é h á n y e s e t b e n e lvégez-

t ü k a t ü d ő l e b e n y e k a u t o r a d i o g r á f i á s v i z s g á l a t á t i s . E n n e k s o r á n I l f o r d K 6 

e m u l z i ó t , 3 — 5 h é t expoz í c i ós i d ő t és m e t i l z ö l d - p y r o n i n fes tés t a l k a l m a z t u n k . 

E r e d m é n y e k 

4 k g m a r h a t ü d ő b ő l , a m ó d s z e r t a n i r é s z b e n i s m e r t e t e t t k i v o n á s i és 

u l t r a s z ű r é s i e l j á r á s o k seg í tségéve l összesen 23 g 1 0 , 0 0 0 — 1 0 0 , 0 0 0 D t a r t o m á n y b a 

eső m o l s ú l l y a l r e n d e l k e z ő f e h é r j é t á l l í t o t t u n k e l ő , a m e l y a t ü d ő s z ö v e t össz-

f e h é r j e t a r t a l m á n a k m i n t e g y 2 , 9 % - á t k é p v i s e l t e . E f e h é r j e f r a k c i ó D E A E 

S e p h a d e x A - 5 0 k r o m a t o g r á f i á v a l , só és p H g r á d i e n s a l k a l m a z á s a m e l l e t t 

n y e r t és j ó l r e p r o d u k á l h a t ó n a k b i z o n y u l ó k r o m a t o g r a m j á t az 1. á b r á n m u t a t -

j u k be . A 280 n m - e n r e g i s z t r á l t k r o m a t o g r a m o n 9 e luc iós csúcs v o l t m e g f i g y e l -

h e t ő . A c s ú c s o k n a k m e g f e l e l ő a n y a g o k g y ű j t é s e , az á b r á n j e l z e t t m ó d o n , D 4 , 

D „ , D 3 és D 4 f r a k c i ó k b a n t ö r t é n t . A f r a k c i ó k i n v i v o b i o l ó g i a i a k t i v i t á s a i t a 

m ó d s z e r t a n i r é s z b e n l e í r t a k s z e r i n t t e s z t e l t ü k . A t e s t s ú l y 2 5 % - á n a k m e g f e l e l ő 

е. c. t e r e t és a z t f e l t é t e l e z v e , h o g y az i . p . a d a g o l t a n y a g t e l j e s egészében fe l -

s z í v ó d i k és az е. c . t é r b e n osz l i k m e g , a f r a k c i ó k a n y a g a i n a k i n v i v o , е. c. k o n -

c e n t r á c i ó j a az e g y s z e r i dóz i s t k ö v e t ő e n 50 / J g / m l - г е , az össz -dóz is u t á n 200 

g i g / m l - r e t e h e t ő . M e g j e g y e z z ü k , h o g y egyszer i a d a g o l á s — m é g h a az egysze r i 

dóz i s t ö b b s z ö r ö s é t is a l k a l m a z t u k — h a t á s t a l a n v o l t . A b i o l ó g i a i t e s z t e red-

m é n y e i t az 1. t á b l á z a t b a n f o g l a l t u k össze. 

A D j , D 2 és D 4 f r a k c i ó k a n y a g a i , a t ü d ő l e b e n y e k b e n a s z k r i n e l ő t e s z t e k 

seg í t ségéve l m é r h e t ő r a d i o a k t i v i t á s é r t é k e i t a k o n t r o l l é r t é k e i h e z v i s z o n y í t v a 
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1. ábra. Marhatüdő vizes kivonatából, kapilláris membránszűrővel előzetesen különválasz-
tott , 10 000 — 100 000 dalton molsúly tartományba eső anyagok D E A E Sephadex A-50 gél 
oszlopon kapott kromatogramja. A pontozott vonal a sógrádienst, a szaggatott vonal a pH 
grádienst tünteti fel. A baloldali függőleges tengelyen, a 280 nm-en mért optikai aktivitás, a 
jobboldali függőleges tengely belső oldalán a sókoncentráció, a külső oldalán a p H értékei 
láthatók. A vízszintes tengelyen a frakciók számát tüntettük fel. A szaggatott vonalakkal 

határolt Dj — D 4 jelzésekhez tartozó frakciók kerültek biológiai tesztelésre 

n e m b e f o l y á s o l t á k . E z z e l s zemben , a k b . 0 , 1 — 0 , 2 M sóg rád iens , i l l e t v e p H 6 , 5 — 

7,0 p H g rád iens a l k a l m a z á s a m e l l e t t , 2 c s ú c s b a n e l u á l h a t ó , D 3 f r a k c i ó a n y a g a i -

v a l a j e l z e t t t i m i d i n beépü lésének 3 5 % - o s g á t l á s a v o l t e l é rhe tő . 

1. táblázat 

Tüdőszövet vizes kivonatából D E A E Sephadex A-50 gél kromatográfiával nyert D 4 — D 4 frakciók 
hatása egér tüdőszöveti sejtek in vivo D N S szintézisére (szkrinelő teszt). Az egyes számértékek 

20 egyedi mérés átlagát és az SD értékeket tüntetik fel 

n = 20 

Frakc iók 
dpm/mg nedves 

súly 
eltérés a kontrolitól 

% 

Kontroll 1 1 4 ± 3 0 , 9 — — 

D T 9 6 ± 4 1 , 4 - 1 6 p > 0,20 

D 2 9 3 ± 2 7 , 1 - 1 8 p > 0,20 

D 3 75 ± 1 5 , 1 - 3 4 p < 0,05 

D 4 9 2 ± 2 3 , 9 - 1 9 p > 0,20 
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OD 2Ő0 nm 

2,0 -

0,5-1 

M NaCI I pH 

250 fr. NO 

2. ábra. Az 1. ábrán látható, biológiai aktivitást mutató D., frakció CM Sephadex G-25 gél 
oszlopon kapott kromatogramja. A pontozott és a szaggatott vonal, valamint a függőleges 
és a vízszintes tengelyek jelzései azonosak az 1. ábránál leírtakkal. A szaggatott vonalakkal 

határolt Cj — C4 jelzésekhez tartozó frakciók kerültek biológiai tesztelésre 

A b i o l ó g i a i t e s z t e r e d m é n y e i a l a p j á n a D 3 f r a k c i ó C M S e p h a d e x C - 2 5 

o s z l o p o n t ö r t é n ő t o v á b b t i s z t í t á s á r a k e r ü l t so r . A z e m e l k e d ő só és p H g r á d i e n s -

sel v é g z e t t e lue ió s o r á n a D 3 f r a k c i ó (1. 1. á b r a ) 280 n m - e n e l n y e l é s t m u t a t ó , 

13 s z u b f r a k c i ó r a v o l t b o n t h a t ó (2 . á b r a ) . A k r o m a t o g r á f i á s c s ú c s o k n a k m e g -

fe l e l ő a n y a g o k g y ű j t é s e , az á b r á n j e l z e t t m ó d o n , С 3 , C 2 , C 3 és C 4 f r a k c i ó k b a n 

t ö r t é n t , m e l y e k b i o l ó g i a i a k t i v i t á s á n a k m é r é s é t a m ó d s z e r t a n i f e j e z e t b e n 

2. táblázat 

D E A E Sephadex A-50 kromatográfiával nyert, biológiailag aktív D3-frakció, CM Sephadex 
G-25 gélkromatográfiával kapott Cj—C4 frakciónak hatása egér tüdőszöveti sejtek in vivo D N S 

szintézisére. Az egyes számértékek 12 egyedi mérés átlagát és az SD értékeket tüntetik fel 

n = 12 

Kontroll 

CR 

C 2 

C 3 

C 4 

dpm/ / ig D N S 

1 1 6 + 6 2 , 3 

5 8 ± 3 3 , 6 

1 0 7 + 5 1 , 9 

1 2 3 ± 7 1 , 1 

8 3 + 6 2 , 5 

eltérés a kontrolitól 
О/ /О 

- 5 0 

- 0 8 

+ 06 

- 2 8 

p < 0,05 

p > 0,50 

p > 0,50 

p > 0,05 

13* MTA Riol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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l e í r t a k s z e r i n t v é g e z t ü k el. A D E A E S e p h a d e x f r a k c i ó k k a l k a p c s o l a t b a n 

e m l í t e t t f e l t é t e l e k t e l j e s ü l é s e - se tén a C M - S e p h a d e x f r a k c i ó k a n y a g a i n a k 

е. c. k o n c e n t r á c i ó j á t , az e g y e d i d ó z i s o k a l k a l m a z á s a u t á n 30 / z g / m l - r e , 

az össz-dóz is u t á n p e d i g 120 / t g / m l - г е t e h e t j ü k . A b i o l ó g i a i t esz te lés e red-

m é n y e i t a 2 . t á b l á z a t b a n f o g l a l t u k össze. 

A z a d a t o k e g y é r t e l m ű e n m u t a t j á k a C 2 és C3 f r a k c i ó k h a t á s t a l a n s á g á t . A C 4 

f r a k c i ó h a t á s a k é n t 2 8 % - o s gá t lás v o l t m é r h e t ő . M i v e l a z o n b a n ez a gá t l ás 

s t a t i s z t i k a i l a g n e m b i z o n y u l t s z i g n i f i k á n s n a k , a C 4 f r a k c i ó h a t á s á t e g y e l ő r e 

b i z o n y t a l a n n a k t e k i n t j ü k . A f e n t i e k k e l e l l e n t é t b e n a 3 H — T d R D N S - b e t ö r t é n ő 

b e é p ü l é s é n e k e rő te l j e s ( 5 0 % ) és e g y é r t e l m ű g á t l á s a v o l t e l é rhe tő a C M Sepha -

dex C-25 o s z l o p o n l á t h a t ó a n n e m k ö t ő d ő ( g y a k o r l a t i l a g a Y 0 - v a l e l u á l ó d ó ) , 

k o m p o n e n s t is t a r t a l m a z ó , C4 f r a k c i ó a n y a g a i v a l . 

A t ü d ő s z ö v e t a u t o r a d i o g r á f i á s v i z s g á l a t a a z t m u t a t t a , h o g y a j e l z e t t 

t i m i d i n , g y a k o r l a t i l a g k i z á r ó l a g o s a n , az a l v e o l u s o k f e l s z í n é t b o r í t ó s e j t e k m a g -

j a i b a é p ü l t be . E z é r t f e l t é t e l e z h e t ő , h o g y a t i m i d i n b e é p ü l é s , s z c i n t i l l á c i ó s m ó d -

szer re l m é r h e t ő g á t l á s á t k i v á l t ó C4 f r a k c i ó a n y a g a i n a k h a t á s a is ezekre a s e j t e k -

re i r á n y u l t . 

A C 4 f r a k c i ó b a n f o g l a l t a n y a g o k azonos m o l s ú l y a i r a u t a l az a t é n y , h o g v 

a f r a k c i ó k o m p o n e n s e i S e p h a d e x G - 7 5 o s z l o p o n g y a k o r l a t i l a g n e m v o l t a k 

s z é t v á l a s z t h a t o k (3 . á b r a ) . A k é t e l uc i ós c s ú c s n a k meg fe le lő a n y a g o k , 

OD 2 8 0 n m 

3. ábra. A CM Sephadex G-25 kroraatográfiával nyert, biológiailag aktív C, frakció Sephadex 
G-75 gél oszlopon nyert kromatogramja. A függőleges tengelyen a 280 nm-en mért optikai 

aktivitás, a vízszintes tengelyen a frakciók száma látható 
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3. táblázat 

A Cj-frakció hatása egerek lépének és veséjének in v ivo D N S szintézisére. A számértékek 12 egyedi 
mérés átlagát és az S D értékeket tünet ik fel 

n = 10 

szerv frakció dpra/pg D N S 
eltérés kontrolitól 

% 

Lép 
kontroll 1 3 7 ± 4 4 , 2 — — 

Lép 
C l 1 2 4 ± 4 2 , 7 - 0 9 p > 0 , 2 0 

Vese 
kontroll 

C i 

2 6 ± 2 8 , 8 

2 4 ± 2 0 , 7 — 0 8 p > 0 , 2 0 

4. táblázat 

A C, és C4 frakció k é t — k é t dózisának hatása timocita és csontvelő tenyészetek D N S szintézisére. 
A számértékek 10 egyedi mérés átlagát és az SD értékeket tüntet ik fel 

n = 10 

tenyészet frakció 
dózis 

//g. fehérje/ml d p m / p g D N S 
± eltérés a 
kontroli tól 

% 
p 

kontroll 3 4 7 1 ± 3 6 3 
C l 100 3 7 9 9 ± 1 5 9 + 0 9 > 0,50 

Timocita C l 500 3 5 1 8 ± 2 5 4 + 01 > 0,50 
c 4 100 3603 ± 3 4 2 + 04 > 0,50 
c 4 500 2 9 9 2 ± 1 8 6 - 1 4 < 0,05 

kontroll 4 9 4 7 ± 5 8 0 
C i 100 5 2 4 7 ± 7 0 9 + 0 6 > 0,50 

Csontvelő C i 500 4 9 8 3 ± 1 8 4 + 0 1 > 0,50 
c 4 100 5 2 3 9 ± 4 5 8 + 0 6 > 0,50 
C 4 500 4 4 7 8 ± 5 6 6 - 0 9 > 0,50 

k a l i b r á l t S e p h a d e x G - 7 5 o s z l o p o n m é r t , m e g k ö z e l í t ő m o l s ú l y a 3 0 0 0 0 — 

5 0 0 0 0 D t a r t o m á n y b a e s i k . 

A z i n v i t r o k ö r ü l m é n y e k k ö z ö t t a k t í v n a k b i z o n y u l t Cy f r a k c i ó a n y a g a i 

h a t á s á n a k s z ö v e t - i l l e t v e s e j t v o n a l - s p e c i f i k u s t e r m é s z e t é t , a t ü d ő b e n m é r t h a t á -

s o k n a k az á l l a t o k l é p é r e és v e s é j é r e g y a k o r o l t i n v i v o h a t á s o k k a l ö s s z e h a s o n l í t -

v a v i z s g á l t u k ( 3 . t á b l á z a t ) . 

E m é r é s e k e r e d m é n y e i s z e r i n t a t ü d ő b e n e r ő t e l j e s g á t l á s t k i v á l t ó Cy 

f r a k c i ó a n y a g a i a l é p - és a v e s e s z ö v e t b e n — m é g a t ü d ő b e n h a t á s o s a d a g o t 

k b . 2 - sze resen m e g h a l a d ó d ó z i s a l k a l m a z á s a e s e t é n is — h a t á s t a l a n o k n a k 

b i z o n y u l t a k . 

A C j f r a k c i ó a n y a g a i s z ö v e t ( s e j t v o n a l ) s p e c i f i c i t á s á t t i m o c i t a és c s o n t v e l ő 

t e n y é s z e t e k b e n , i n v i t r o k ö r ü l m é n y e k k ö z ö t t i s e l l e n ő r i z t ü k . E b b e a t e s z t e l é s b e 

az i n v i v o b i z o n y t a l a n h a t á s t m u t a t ó C 4 f r a k c i ó t i s b e v o n t u k ( 4 . t á b l á z a t ) . 
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M i n d k é t f r a k c i ó t 1 0 0 és 5 0 0 / tg f e h é r j e / m l m e d i u m k o n c e n t r á c i ó b a n a l k a l m a z -

t u k . A C 4 f r a k c i ó m i n d k é t k o n c e n t r á c i ó b a n és m i n d k é t t e n y é s z e t b e n e g y a r á n t 

h a t á s t a l a n n a k b i z o n y u l t . A C 4 f r a k c i ó a k i s e b b k o n c e n t r á c i ó b a n m i n d k é t t e n y é -

s z e t b e n , a m a g a s a b b k o n c e n t r á c i ó b a n p e d i g a c s o n t v e l ő t e n y é s z e t b e n u g y a n -

csak h a t á s t a l a n v o l t . E f r a k c i ó n a g y o b b d ó z i s á n a k t i m o c i t á k b a n m é r t 1 4 % - o s 

g á t l ó h a t á s a a z o n b a n s t a t i s z t i k a i l a g e n y h é n s z i g n i f i k á n s n a k m u t a t k o z o t t . 

M e g b e s z é l é s 

A t ü d ő s z ö v e t f u n k c i o n á l i s a n és m o r f o l ó g i a i l a g e g y m á s t ó l e l t é r ő s e j t e k b ő l 

é p ü l f ö l . A z a l v e o l u s o k f a l á t n a g y o b b r é s z b e n b o r í t ó e p i t é l r é t e g f ő s e j t t í p u s á -

n a k , a v i s z o n y l a g n a g y m é r e t ű , l a p o s , ú n . 1. t í p u s ú a l v e o l á r i s s e j t e k t e k i n t h e t ő k , 

m e l y e k f é n y m i k r o s z k ó p o s a n az a l á b b i , e l e k t r o n m i k r o s z k ó p p a l is m e g e r ő s í t e t t 

m o r f o l ó g i a i j e g y e k a l a p j á n a z o n o s í t h a t ó k ( E V A N S és m t s a i 1 9 7 3 ) : a) az a l v e o -

l u s o k f a l á n a k f e l s z í n é n h e l y e z k e d n e k e l ; b ) s e j t m a g j u k b e n y o m u l az a l v e o l u -

s o k ű r t e r é b e ; c) m a g j u k m é r e t é h e z k é p e s t c i t o p l a z m á j u k k e v é s ; d ) n e m t a r -

t a l m a z n a k v a k u o l u m o k a t , i l l . i n k l u z i ó s t e s t e c s k é k e t . E s e j t e k f ő f u n k c i ó j á n a k 

a g á z c s e r é t t e k i n t i k ( E V A N S és m t s a i 1 9 7 3 ) . 

A z a l v e o l a r i s f a l f e l ü l e t k i s e b b h á n y a d á t , az 1. t í p u s ú a l v e o l á r i s s e j t e k 

k ö z ö t t s z é t s z ó r t a n e l h e l y e z k e d ő és az a l á b b i m o r f o l ó g i a i t u l a j d o n s á g o k a t m u -

t a t ó , ú n . 2 . t í p u s ú a l v e o l á r i s s e j t e k b o r í t j á k ( E V A N S és m t s a i 1 9 7 3 ) : a) k u b o i -

d á l i s a l a k ú a k ; b ) az a l v e o l u s o k f e l s z í n é n h e l y e z k e d n e k e l ; c) az 1. t í p u s ú 

a l v e o l á r i s s e j t e k h e z k é p e s t c i t o p l a z m á j u k m e n n y i s é g e n a g y o b b ; d ) t ö b b v a -

k u o l u m o t és i n k l u z i ó s t e s t e c s k é t t a r t a l m a z n a k . F u n k c i ó j u k a t t e k i n t v e f e l -

t é t e l e z i k , h o g y A s z u r f a k t á n s t e r m e l é s é b e n ( S C A R P E L L I 1 9 6 8 ) , e p i t é l i á s r e p a i r 

f o l y a m a t o k b a n ( K A P A N C I és m t s a i 1 9 6 9 ) v e s z n e k r é s z t . E g y e s a d a t o k s z e r i n t az 

a l v e o l á r i s m a k r o f á g o k ( B E R T A L A N F F Y 1 9 6 4 ) és az 1 . t í p u s ú a l v e o l á r i s s e j t e k 

( E V A N S és m t s a i 1 9 7 3 ) p r o g e n i t o r s e j t j e i n e k t e k i n t h e t ő k . A z 1 . és 2 . t í p u s ú 

a l v e o l á r i s s e j t e k k ö z ö s a l a p h á r t y á n h e l y e z k e d n e k e l ( K A R R E R 1 9 5 6 , O ' H A R E és 

S H E R I D A N 1 9 7 0 ) . 

A z a l v e o l á r i s m a k r o f á g o k , az a l v e o l á r i s e p i t é l i u m o t b o r í t ó f e l ü l e t a k t í v -

a n y a g , az ú n . s z u r f a k t á n s v é k o n y , f i l m s z e r ű r é t e g é b e n és í g y t u l a j d o n k é p p e n az 

a l v e o l u s o k ű r t e r é b e n e l h e l y e z k e d ő ( N O V E L L és T H Y L E R 1 9 7 1 , K U H N és F I N K E 

1 9 7 2 ) , n a g y m é r e t ű , m o n o n u k l e á r i s s e j t e k . M i n t a t ü d ő s z ö v e t c e l l u l á r i s v é d e k e -

z é s é n e k e lső v o n a l á t k é p v i s e l ő s e j t f é l e s é g e k , m e l y e k a t e r m i n á l i s l é g u t a k b a 

j u t ó i d e g e n a n y a g o k e l t á v o l í t á s á b a n és m é r e g t e l e n í t é s é b e n ( G R E E N 1 9 7 0 , 

H A R R I S és m t s a i 1 9 7 0 , SOROKIN 1 9 7 0 , C O H E N és C L I N E 1 9 7 1 ) v e s z n e k r é s z t , 

k u l c s f o n t o s s á g ú s z e r e p e t t ö l t e n e k b e a t ü d ő s z ö v e t ö k o l ó g i á j á b a n . 

A z e p i t é l i á s s e j t e k , i l l . ezek a l a p h á r t y á j a a l a t t t a l á l h a t ó k a k a p i l l á r i s o k , 

i l l . az a z o k a t f e l é p í t ő s e j t f é l e s é g e k , v a l a m i n t az e l s z ó r t a n e l h e l y e z k e d ő i n t e r -

s t i c i á l i s s e j t e k ( B Y A N és m t s a i 1 9 6 9 , W E I B E L 1 9 7 0 ) , a f i b r o c i t á k i s . 
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A f e n t i s m e r t e t e t t s e j t t í p u s o k m e g ú j u l á s á t b i z t o s í t ó m e c h a n i z m u s o k r a 

v o n a t k o z ó i s m e r e t e i n k m e g l e h e t ő s e n b i z o n y t a l a n o k . E g y e s a d a t o k s z e r i n t az 

1. és 2 . t í p u s i í a l v e o l á r i s s e j t e k o s z t ó d á s r a k é p e s e k . A z 1. t í p u s ú a l v e o l á r i s 

s e j t e k e x p a n d á l ó s e j t p o p u l á c i ó t k é p e z n e k ( B E R T A L A N F F Y 1 9 6 4 ) , a m e l y b e n a 

s e j t e k p r o l i f e r á c i ó j á t a s z ö v e t n ö v e k e d é s e k í s é r i . A 2 . t í p u s ú a l v e o l á r i s s e j t e k e t 

v i s z o n t ő s s e j t - t í p u s ú , m e g ú j u l ó s e j t p o p u l á c i ó n a k t e k i n t i k ( E V A N S és BLLS 

1 9 6 9 ) , m e l y b e n a s e j t e k s z á m a az ő s s e j t k o m p a r t m e n t b e n az o s z t ó d á s e l l e n é r e 

s e m v á l t o z i k , m i v e l a k e l e t k e z ő k é t l e á n y s e j t e g y i k e , k é p z ő d é s é n e k h e l y é t e l -

h a g y v a , m á s s e j t f é l e s é g g é ( L E B L O N D 1 9 6 4 ) , p l . 1 . t í p u s ú a l v e o l á r i s s e j t t é ( E V A N S 

és m t s a i 1 9 7 3 ) v a g y m a k r o f á g g á ( B E R T A L A N F F Y 1 9 6 4 ) a l a k u l á t . M i n d e n j e l 

a r r a m u t a t , h o g y a 2 . t í p u s ú a l v e o l á r i s s e j t p r o l i f e r á c i ó s k é p e s s é g e j e l e n t ő s e n 

m e g h a l a d j a az 1. t í p u s ú a l v e o l á r i s s e j t p r o l i f e r á c i ó s képességé t ( E V A N S és m t s a i 

1 9 7 3 ) . 

A z a l v e o l á r i s m a k r o f á g o k f o l y a m a t o s a n ú j u l n a k m e g ( B R U N S T E T T E R és 

m t s a i 1 9 7 1 ) . E l t á v o l í t á s u k l e h e t s é g e s ú t j a i k é n t a v é r ( B R A I N 1 9 7 0 ) és a n y i r o k -

k e r i n g é s b e ( M E N Z E L 1 9 7 1 ) t ö r t é n ő m i g r á c i ó j u k , m á s m a k r o f á g o k á l t a l t ö r t é n ő 

f a g o c i t ó z i s u k ( H E P P L E S T O N 1 9 7 0 ) és a m u k o c i l i á r i s t r a n s z p o r t ( G R E E N 1 9 7 0 b ) 

e m l í t h e t ő k . E r e d e t ü k r e nézve is e l t é r ő e k a v é l e m é n y e k . E g y e s e k s z e r i n t c s o n t -

v e l ő e r e d e t ű ő s s e j t e k , m e l y e k m i g r á c i ó ú t j á n j u t n a k az i n t e r s t i c i u i n b a , s i n n e n 

az a l v e o l u s o k b a ( B R U N S T E T T E R és m t s a i 1 9 7 1 ) . M á s o k s z e r i n t az i n t e r s t i c i u m -

b a n o s z t ó d ó p r e k u r z o r s e j t e k b ő l s z á r m a z n a k ( E V A N S és B I L S 1 9 6 9 ) . O l y a n a d a -

t o k is i s m e r e t e s e k , m e l y e k s z e r i n t az é r e t t a l v e o l á r i s m a k r o f á g o k o s z t ó d á s r a 

k é p e s e k és p r o l i f e r á c i ó j u k r é v é n t ö r t é n i k a s e j t p o p u l á c i ó m e g ú j u l á s a ( E V A N S és 

m t s a i 1 9 7 3 , G O L D E és B y e r s 1 9 7 4 ) . V é g ü l , m i n t m á r e m l í t e t t ü k , a 2 . t í p u s ú 

a l v e o l á r i s s e j t e k m a k r o f á g o k k á t ö r t é n ő á t a l a k u l á s a is f e l t é t e l e z h e t ő ( B E R T A L A N -

F F Y 1 9 6 3 ) . 

U g y a n c s a k k o r l á t o z o t t a k és b i z o n y t a l a n o k i s m e r e t e i n k a t ü d ő s z ö v e t e t 

f ö l é p í t ő s e j t e k p r o l i f e r á c i ó j á t m o l e k u l á r i s s z i n t e n s z a b á l y o z ó m e d i á t o r o k r ó l és 

m o d u l á t o r o k r ó l . A z e m l ő s s z e r v e z e t e k k ü l ö n f é l e s z ö v e t e i t f ö l é p í t ő e x p a n d á l ó és 

m e g ú j u l ó s e j t p o p u l á c i ó k , e g y m á s t ó l a k á r n a g y s á g r e n d e k k e l is k ü l ö n b ö z ő p r o l i -

f e r á c i ó s r á t á j a ( B E R T A L A N F F Y 1 9 6 9 ) , v a g y az i n d u k á l t D N S s z i n t é z i s n e k és az 

a z t k ö v e t ő p r o l i f e r á c i ó n a k az a s a j á t o s s á g a , h o g y e l e k t í v e n c s a k a s z ó b a n f o r g ó 

s e j t p o p u l á c i ó h o z t a r t o z ó s e j t e k r e s z o r í t k o z i k ( S P I E L H O F 1 9 7 1 ) , a r r a u t a l n a k , 

h o g y a s z ö v e t i p r o l i f e r á c i ó s z a b á l y o z á s a — l e g a l á b b i s r é s z b e n — a s z ö v e t e k e t 

f ö l é p í t ő s e j t e k r e n é z v e s z e l e k t í v , azaz s e j t v o n a l - s p e c i f i k u s t e r m é s z e t ű . E b b ő l 

k ö v e t k e z i k , h o g y a s z ö v e t i p r o l i f e r á c i ó s z a b á l y o z á s á b a n s e j t v o n a l - s p e c i f i k u s a n 

h a t ó m e d i á t o r v a g y m o d u l á t o r m o l e k u l á k n a k , v a g y l e g a l á b b i s o l y a n o k n a k 

k e l l r é s z t v e n n i ü k , m e l y e k s e j t v o n a l - s p e c i f i k u s s z a b á l y o z á s i f o l y a m a t o k a t i n d u -

k á l n a k . E r e g u l á t o r m o l e k u l á k s e j t v o n a l - s p e c i f i k u s h a t á s á t , k ö z t ü k és az e l e k -

t í v e n r e a g á l ó s e j t f é l e s é g e k k ö z ö t t f ö l l é p ő s p e c i á l i s k é m i a i s t r u k t ú r á k ( r e c e p t o -

r o k ) á l t a l m e g h a t á r o z o t t k ö l c s ö n h a t á s o k b i z t o s í t h a t j á k ( V O R H E E S és m t s a i 

1 9 7 3 , V E R L Y és m t s a i 1 9 7 4 ) . 
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E g y a d o t t s e j t p o p u l á c i ó p r o l i f e r á c i ó j á t s p e c i f i k u s a n ( s z e l e k t í v e n ) sza-

b á l y o z ó anyag fé l eség , k ü l ö n b ö z ő s e j t p o p u l á c i ó k a t t a r t a l m a z ó s z ö v e t e k b ő l t ö r -

t é n ő i z o l á l á s a t e c h n i k a i l a g nehéz f e l a d a t . E l v i l e g k é t ú t köve tése k ö z ö t t v á -

l a s z t h a t u n k : a) a t ö b b f é l e s e j t p o p u l á c i ó t t a r t a l m a z ó s z ö v e t b ő l f i z i k a i ( u l t r a -

c e n t r i f u g a , c e l l - s o r t e r ) v a g y b i o l ó g i a i ( s e j t t e n y é s z e t ) m ó d s z e r e k seg í t ségéve l 

á l l í t j u k e lő a k í v á n t s e j t f é l e s é g t i s z t a , h o m o g é n p o p u l á c i ó j á t , s ezt h a s z n á l j u k 

f ö l a s z ó b a n f o r g ó s e j t e k p r o l i f e r á c i ó j á t s p e c i f i k u s a n s z a b á l y o z ó e n d o g é n a n y a -

gok e x t r a k c i ó j á r a és i z o l á l á s á r a ; b ) a h e t e r o g é n s e j t p o p u l á c i ó k b ó l f e l é p ü l ő 

e r e d e t i s z ö v e t e t e x t r a h á l j u k . A se j tes e r e d e t s z e r i n t , v a l a m i n t a k é m i a i l a g is 

h e t e r o g é n össze té te lű k i v o n a t b ó l a z u t á n , az e g y e t l e n s e j t p o p u l á c i ó b ó l s z á r m a z ó 

és h a t á s á t k i z á r ó l a g e r r e a s e j t p o p u l á c i ó r a k i f e j t ő s p e c i f i k u s f a k t o r i z o l á l á s á t 

k é m i a i ú t o n v é g e z z ü k e l , m i k ö z b e n a b i o l ó g i a i h a t á s t c é l z o t t a n k i v á l a s z t o t t 

t e s z t - r e n d s z e r e k e n e l l e n ő r i z z ü k . 

F ö n t i s m e r t e t e t t v i z s g á l a t a i n k b a n az u t ó b b e m l í t e t t u t a t k ö v e t t ü k . 

M i u t á n a h e t e r o g é n k i v o n a t a 10 5 -né l n a g y o b b , i l l . a 10 4 -né l k i s e b b m o l s ű l y ú 

a n y a g a i t u l t r a s z ú r é s s e l e l t á v o l í t o t t u k , a b i o l ó g i a i a k t i v i t á s a D E A E S e p h a d e x 

A - 5 0 o s z l o p o n p H 7 — 6 grád iensse l és 0 , 1 — 0 , 2 M s ó g r á d i e n s n é l k é t c s ú c s b a n 

e l u á l ó d o t t D 3 f r a k c i ó b a n v o l t l o k a l i z á l h a t ó . A D 3 f r a k c i ó t C M S e p h a d e x 

C-25 o s z l o p o n t o v á b b b o n t o t t u k 13 k o m p o n e n s r e , és e k k o r a b i o l ó g i a i a k t i v i -

t ás h o r d o z ó j a t ö b b , k ö z t ü k az o s z l o p o n n e m k ö t ő d ő k o m p o n e n s t is t a r t a l m a z ó , 

C j f r a k c i ó a n y a g a i k ö z ö t t h e l y e z k e d e t t e l . 

H a n g s ú l y o z z u k , h o g y ezekben a v i z s g á l a t o k b a n m i n d e n , e d d i g az i r o d a -

l o m b a n k ö z l é s r e k e r ü l t t ü d ő s z ö v e t r e v o n a t k o z ó k í s é r l e t t e l szemben , a b i o l ó g i a i 

h a t á s mérése i n v i v o k ö r ü l m é n y e k k ö z ö t t t ö r t é n t . A z i n v i v o b i o l ó g i a i t esz te lés 

k é t s é g t e l e n h á t r á n y a i ( v i s z o n y l a g n a g y a n y a g s z ü k s é g l e t , az é r t é k e k n a g y o b b 

szórása s t b . ) m e l l e t t az a l á b b i e l ő n y ö k k e l r e n d e l k e z i k : a) m ó d o t a d az a n y a g 

i n v i v o h a t é k o n y s á g á n a k k ö z v e t l e n m e g í t é l é s é r e ; b ) az a n y a g u g y a n a z o n á l l a t 

t ö b b s z ö v e t é r e g y a k o r o l t i n v i v o h a t á s á n a k s z i m u l t á n mérése á l t a l l e h e t ő v é 

v á l i k a h a t á s s z ö v e t s p e c i f i c i t á s á n a k e g y i d e j ű m e g í t é l é s e ; c) e l k e r ü l h e t ő a 

m i n d i g mesterséges k ö r n y e z e t e t j e l e n t ő i n v i t r o r e n d s z e r e k — a b i o l ó g i a i h a t á s t 

eset leg m e g h a m i s í t ó v a g y semleges í tő — i n h e r e n s b i z o n y t a l a n s á g i t é n y e z ő i n e k 

é r v é n y e s ü l é s e ; d ) m e g b í z h a t ó b b l e h e t ő s é g e t b i z t o s í t a v a l ó d i i n h i b i t o r és a 

t o x i k u s h a t á s o k — i n v i t r o r e n d s z e r e k b e n , o l y k o r m e g o l d h a t a t l a n nehézségek -

be ü t k ö z ő — e l k ü l ö n í t é s é r e . 

K í s é r l e t e i n k b e n az a k t í v a n y a g h a t á s á n a k s e j t v o n a l - s p e c i f i k u s t e r m é s z e -

t é t t ö b b o l d a l r ó l is v a l ó s z í n ű s í t e t t ü k . A u t o r a d i o g r á f i á s m é r é s e i n k s z e r i n t D N S 

sz in téz i s — j e l e n t é k t e l e n k i v é t e l e k t ő l e l t e k i n t v e •— s z á m o t t e v ő m é r t é k b e n , 

csak az a l v e o l u s o k f e l s z í n é n e l h e l y e z k e d ő s e j t e k b e n v o l t ész le lhe tő . M i v e l a 

k ü l ö n b ö z ő s e j t e k b i z t o n s á g o s m e g k ü l ö n b ö z t e t é s é t l e h e t ő v é t e v ő h i s z t o l ó g i a i 

e l j á r á s o k a t k í s é r l e t e i n k s o r á n n e m a l k a l m a z t u k , az a l v e o l u s o k f e l s z í n é n D N S 

s z i n t é z i s t f o l y t a t ó s e j t e k k é n t az 1. és 2 . t í p u s ú a l v e o l á r i s s e j t e k , v a l a m i n t a 

m a k r o f á g o k j ö h e t n e k s z á m í t á s b a . A m a k r o f á g o k r a i r á n y u l ó h a t á s t a z z a l z á r h a t -

MTA Biol. Oszt. K öz i . 23 (1980) 



A TÜDÖSZÖVET SEJTJEINEK DNS SZINTÉZISÉT GÁTLÓ FAKTOR TISZTÍTÁS.! 2 0 1 

j u k k i , h o g y a h a t é k o n y f r a k c i ó m a k r o f á g o k a t u g y a n c s a k bőségesen t a r t a l -

m a z ó l é p s z ö v e t b e n i n v i v o , c s o n t v e l ő t e n y é s z e t b e n p e d i g i n v i t r o k ö r ü l m é n y e k 

k ö z ö t t h a t á s t a l a n n a k b i z o n y u l t . E z e k u t á n az a k t í v a n y a g h a t á s á n a k l e h e t s é -

ges c é l s e j t j e i k é n t csak az 1 . és 2. t í p u s ú a l v e o l á r i s s e j t e k m a r a d n a k . I r o d a l m i 

a d a t o k s z e r i n t az 1. t í p u s ú a l v e o l á r i s s e j t e k o s z t ó d á s i és e n n e k a l a p j á n D N S 

s z i n t é z i s é n e k r á t á j a a 2. t í p u s ú a l v e o l á r i s s e j t e k é t ő l j e l e n t ő s e n e l m a r a d ( E V A N S 

és m t s a i 1 9 7 3 ) . E z é r t n a g y v a l ó s z í n ű s é g g e l á l l í t h a t ó , h o g y az ész le l t h a t á s e l ső -

s o r b a n a D N S - t m a g a s a b b r á t á v a l s z i n t e t i z á l ó 2 . t í p u s ú a l v e o l á r i s s e j t e k r e 

i r á n y u l . A z a n y a g h a t á s á n a k s e j t v o n a l - s p e c i f i k u s t e r m é s z e t é t az i s m e r t e t e t t i n 

v i t r o m é r é s e k is m e g e r ő s í t e t t é k . M i n d e z e k a l a p j á n j o g o s n a k t ű n i k az a f e l t é t e -

lezés, h o g y a t ü d ő s z ö v e t 1 0 4 — 1 0 5 m o l s ú l y t a r t o m á n y b a eső a n y a g o k a t t a r t a l -

m a z ó v i zes k i v o n a t á b ó l rész legesen t i s z t í t o t t f e h é r j e f r a k c i ó e g y ( v a g y t ö b b ) 

o l y a n f a k t o r t t a r t a l m a z , m e l y n e k i n v i v o D N S s z i n t é z i s t g á t l ó h a t á s a a t ü d ő r e 

n é z v e s z ö v e t s p e c i f i k u s , a 2 . t í p u s ú a l v e o l á r i s s e j t e k r e n é z v e p e d i g s e j t v o n a l -

s p e c i f i k u s t e r m é s z e t ű . A g á t l á s a s p e c i f i k u s , t o x i k u s e r e d e t e , e g y r é s z t az i n v i v o 

h a t á s s z ö v e t s p e c i f i c i t á s a , m á s r é s z t az a n y a g n a g y d ó z i s á n a k i n v i t r o k ö r ü l m é -

n y e k k ö z ö t t k i m u t a t o t t h a t á s t a l a n s á g a a l a p j á n k i z á r h a t ó . 

A C x f r a k c i ó b i o l ó g i a i l a g h a t é k o n y k o m p o n e n s é n e k f e h é r j e t e r m é s z e t é t 

az a l á b b i m e g f i g y e l é s e k t á m a s z t j á k a l á : a) a f r a k c i ó 3 — 5 x l 0 4 D m o l s ú l y ú , 

t e h á t a f e h é r j é k n a g y s á g r e n d j é b e t a r t o z ó k o m p o n e n s e k e t t a r t a l m a z ; b ) a f r a k -

c i ó t ú l n y o m ó r é s z b e n F o l i n p o z i t í v a n y a g o k b ó l é p ü l f e l ; c) h a a f r a k c i ó t 2 4 

ó r á n á t s z o b a h ő m é r s é k l e t e n t a r t j u k , a b i o l ó g i a i h a t á s m e g s e m m i s í t h e t ő . 

A z i s m e r t e t e t t k í s é r l e t i e r e d m é n y e k és a rész legesen t i s z t í t o t t b i o l ó g i a i l a g 

a k t í v a n y a g t u l a j d o n s á g a i r a v o n a t k o z ó m e g f i g y e l é s e k a l a p j á n f e l t é t e l e z z ü k , 

h o g y a C j f r a k c i ó ha tásos a n y a g á t 3 — 5 X Ю 4 t a r t o m á n y b a eső m o l s ú l l y a l r e n d e l -

k e z ő , f e h é r j e t e r m é s z e t ű , f i z i o l ó g i á s s z a b á l y o z á s i f u n k c i ó t e l l á t ó , t e r m é s z e t e s 

( e n d o g é n ) g á t l ó f a k t o r k é p e z i . A z a k t í v a n y a g t ö b b j e l l e m z ő j e ( m o l s ú l y - t a r t o -

m á n y , s z ö v e t s p e c i f i k u s h a t á s s t b . ) a r r a u t a l , h o g y k í s é r l e t e i n k b e n u g y a n a n n a k 

az a n y a g n a k a részleges t i s z t í t á s á r a k e r ü l t s o r , a m e l y H o u C K (1976 ) á l t a l t ü d ő -

s z ö v e t b ő l p r e p a r á l t a c e t o n s z á r a z p o r v i z e s k i v o n a t a u l t r a s z ű r l e t é b e n is j e l e n 

v o l t , és a m e l y b r o n c h u s c a r c i n o m a - s e j t e k i n v i t r o t e n y é s z e t é n e k D N S s z i n t é z i -

s é t és p r o l i f e r á c i ó j á t s e j t v o n a l - s p e c i f i k u s m ó d o n g á t o l t a . A b i o l ó g i a i l a g a k t í v 

f r a k c i ó a n y a g a i n a k t o v á b b i t i s z t í t á s á r a , a n y a g i t e r m é s z e t é n e k k ö z e l e b b i j e l l e m -

zésére, b i o l ó g i a i h a t á s á n a k r é s z l e t e s e b b e l e m z é s é r e i r á n y u l ó v i z s g á l a t o k l a b o r a -

t ó r i u m u n k b a n f o l y a m a t b a n v a n n a k . 

Köszönetnyilvánítás: Balázs professzornak a t imocita és csontvelő sejttenyészeteken végzet t 
tesztelésekért, K o p e t t y Diánának kifogástalan asszisztensi munkájáért hálás köszönetünket 
fejezzük ki. 
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A nagysebességű s e j t a n a l i z á l ó és - v á l o g a t ó be rendezések ű j l e h e t ő s é g e k e t 

b i z t o s í t a n a k a s e j t b i o l ó g i a i k u t a t á s o k t e r ü l e t é n . A h e t e r o g é n s e j t p o p u l á c i ó k 

v i z s g á l a t a ú g y t ö r t é n i k , h o g y f o l y a d é k - k ö z e g b e n f e l s z u s z p e n d á l t , e g y e d i s e j t e k 

ana l í z i sé t o p t i k a i és e l e k t r o n i k u s é rzéke lő r e n d s z e r b i z t o s í t j a , k b . 104 se j t / sec 

t e l j e s í t m é n y i g . A z é r z é k e l ő k á l t a l e l ő á l l í t o t t , az e g y e d i s e j t e k e t j e l l e m z ő j e l e k 

f e l d o l g o z á s á r a és m e g j e l e n í t é s é r e számos m ó d o z a t á l l a k í s é r l e t e z ő r e n d e l k e -

zésére. 

A n a g y s e b e s s é g ű s e j t a n a l í z i s és - v á l o g a t á s k ü l ö n l e g e s e l ő n y e a k o r á b b i 

s e j t v i z s g á l ó m ó d s z e r e k h e z k é p e s t a b b a n r e j l i k , h o g y ez a m ó d s z e r a h e t e r o g é n 

p o p u l á c i ó t k é p v i s e l ő m i n d e n egyes s e j t e t e g y e d i v i z s g á l a t n a k v e t a lá . 

A f e j l e t t s e j t a n a l i z á l ó és - v á l o g a t ó b e r e n d e z é s e k egysze r re t ö b b a n a l i z á l ó 

m ó d s z e r t e g y e s í t e n e k m a g u k b a n , és í g y e g y i d e j ű l e g t ö b b m é r é s t képesek e l v é -

g e z n i u g y a n a z o n a se j t en . J e l e n l e g a l e g t ö b b n a g y t e l j e s í t m é n y ű f l o w - s e j t -

a n a l i z á l ó m é r ő b e r e n d e z é s a s e j t t é r f o g a t , s e j t e k t ő l e redő f é n y s z ó r á s , v a l a m i n t a 

s e j t e k h e z k ö t ő d ő k ü l ö n b ö z ő f l u o r e s z c e n s t u l a j d o n s á g ú a n y a g o k á l t a l e m i t t á l t 

f é n y s o k o l d a l ú v i z s g á l a t á r a a l k a l m a s . A t e c h n i k a fe j l ődésé t és s o k o l d a l ó e l t e r j e -

désé t d ö n t ő e n b e f o l y á s o l t a a n n a k f l u o r e s z c e n s m é r é s i m ó d s z e r e k k e l v a l ó e g y e -

s í tése. í g y t e r m é s z e t e s e n é r d e m e s ö s s z e h a s o n l í t a n u n k a nagysebességű f l o w -

s e j t a n a l í z i s t a s t e a d y - s t a t e f l u o r i m e t r i á v a l , v a l a m i n t a m i k r o s z k ó p f l u o r i m e t r i -

á v a l . 

A s t e a d y - s t a t e f l u o r i m e t r i á s s e j t v i z s g á l a t o k k a l s z e m b e n e n n e k a m ó d -

s z e r n e k i g e n n a g y e l őnye , h o g y n e m c s a k á t l a g f l uo reszcens j e l l e m z ő k m e g -

á l l a p í t á s á r a s z o r í t k o z i k , h a n e m a z o k o n t ú l m e n ő e n b e t e k i n t é s t n y ú j t e g y e d i 

s e j t e k e n v é g z e t t n a g y s z á m ú m é r é s a l a p j á n az a z o k m ö g ö t t r e j l ő e l o s z l á s o k r a 

i s . N a g y t e l j e s í t m é n y ű m e g v i l á g í t ó be rendezése és é r z é k e n y d e t e k t o r r e n d s z e r e 

ú t j á n é r z é k e n y s é g é b e n is f e l ü l m ú l j a a s t e a d y - s t a t e f l u o r i m é t e r e k t e l j e s í t m é -

n y é t . 

A m ó d s z e r m i k r o s z k ó p f l u o r i m e t r i á v a l v a l ó összevetése m á r n e m i l y e n 

e g y é r t e l m ű . A n a g y t e l j e s í t m é n y ű f l o w - s e j t a n a l i z á l ó be rendezések á l t a l e g y e d i 

s e j t e k r ő l s z o l g á l t a t o t t i n f o r m á c i ó a d o l o g m o r f o l ó g i a i o l d a l á t t e k i n t v e a l a t t a 

m a r a d a m i k r o s z k ó p f l u o r i m é t e r e n n y e r h e t ő i n f o r m á c i ó n a k . A m i k r o s z k ó p 

f l u o r i m é t e r e n m e g v i z s g á l h a t ó e g y e d i s e j t e k s z á m a a z o n b a n m é g a u t o m a t i z á l t 

MTA Biol. Oszl. Közi. 23 (1980) 



206 IFJ. GÁSPÁR REZSŐ, DAMJANOVICH SÁNDOR ÉS SOMOGYI BÉLA 

ü z e m m ó d b a n is csak n e h e z e n enged i m e g a v i z s g á l t s e j t p o p u l á c i ó r a v o n a t k o z ó 

e g y é r t e l m ű , s t a t i s z t i k a i e r e j ű k ö v e t k e z t e t é s e k l e v o n á s á t . 

Ú j f e s t é s i t e c h n i k á k l e h e t ő v é t e s z i k o l y a n t u l a j d o n s á g o k é r z é k e n y és 

n a g y f e l b o n t á s ú m e g h a t á r o z á s á t , m i n t p l . a s e j t e k D N S - t a r t a l m a , az o s z t ó d á s 

k ü l ö n b ö z ő f á z i s á b a n l e v ő s e j t e k a r á n y a , s t b . A s e j t a n a l í z i s t v á l o g a t á s s a l e g y b e -

k ö t v e l í j t á v l a t o k n y í l n a k m e g a s e j t b i o l ó g i a e l ő t t , m i v e l ezze l a m ó d s z e r r e l a 

k u t a t ó a v i z s g á l t s e j t t u l a j d o n s á g o k e l ő r e m e g h a t á r o z o t t é r t é k t a r t o m á n y á b a 

eső, k ü l ö n l e g e s n e k n e v e z h e t ő t u l a j d o n s á g ú s e j t e k h e z j u t h a t n a g y m e n n y i s é g -

b e n és i g e n n a g y t i s z t a s á g g a l . 

A m ó d s z e r k i a l a k u l á s á n a k r ö v i d á t t e k i n t é s e 

S e j t e k a u t o m a t i z á l t ana l í z i sé re az e lső k í s é r l e t e k az 1930-as é v e k t á j á n 

t ö r t é n t e k (M O L D O V A N 1 9 3 4 ) . E g é s z e n az 1950-es é v e k k ö z e p é i g a h a g y o m á n y o s 

m i k r o s z k ó p i a és a k a p i l l á r i s o n t ö r t é n ő s e j t á t á r a m o l t a t á s k o m b i n á l á s á v a l k í s é r -

l e t e z t e k a k u t a t ó k . A m o d e r n á t f o l y ó r e n d s z e r ű s e j t a n a l i z á l ó b e r e n d e z é s e k 

fe j l ődése a C o u l t e r - f é l e s e j t s z á m l á l ó és m é r e t m e g h a t á r o z ó be rendezés m e g -

j e l e n é s é v e l v e t t e k e z d e t é t . A C o u l t e r k a m r a e g y k i s m é r e t ű n y í l á s s e g í t s é g é v e l 

e l k ü l ö n í t i e g y m á s t ó l a s z u s z p e n z i ó b a n l e v ő s e j t e k e t , és a k a m r á n k e r e s z t ü l -

h a l a d ó e g y e s s e j t e k t é r f o g a t m e g h a t á r o z á s á t k é p e s e l v é g e z n i v e z e t ő k é p e s s é g 

mérése a l a p j á n . A m é r é s e r e d m é n y e k é n t m e g á l l a p í t h a t ó a m é r é s t á r g y á t k é p e z ő 

s e j t h a l m a z t é r f o g a t e l o s z l á s á t j e l l e m z ő h i s z t o g r a m ( C O U L T E R 1956) . A t o v á b b i 

f e j l ő d é s t a f l u o r e s z c e n s f e s t é k k e l j e l z e t t s e j t e k g y o r s á t f o l y ó a n a l í z i s é n e k m e g -

v a l ó s í t á s a j e l e n t e t t e ( V A N D I L L A , F U L W Y L E R és B O O N E 1 9 6 7 ) . A s e j t e k e t n a g y 

sebességgel á r a m o l t a t v a e g y l i n e á r i s a n á r a m l ó , ú n . k ö p e n y f o l y a d é k k a l v e t t é k 

k ö r ü l . A m e g v i l á g í t á s e r e d m é n y e k é n t f e l l é p ő f l u o r e s z c e n s f é n y t a m e g v i l á g í t ó 

f é n y s u g á r i r á n y á h o z k é p e s t 90° -os s z ö g b e n é s z l e l t é k . A m é r é s e k e r e d m é n y e k é n t 

a s e j t e k t ő l ész le l t f l u o r e s z c e n c i a i n t e n z i t á s e l o s z l á s á t j e l l e m z ő h i s z t o g r a m o t 

n y e r t e k . A t e c h n i k a i f e j l ő d é s e r e d m é n y e k é n t a g e r j e s z t é s r e h a s z n á l t h a g y o m á -

n y o s f é n y f o r r á s o k a t n a g y t e l j e s í t m é n y ű l é z e r f é n y f o r r á s o k v á l t o t t á k f e l ( V A N 

DILLA, T R U J I L L O , M U L L A N E Y és C O U L T E R 1969 ) . A s e j t e k f l u o r e s z c e n s t u l a j -

d o n s á g o k a l a p j á n t ö r t é n ő j e l l e m z é s e m e l l e t t m i n d a f e s t e t t , m i n d p e d i g a fes-

t e t l e n s e j t e k t ő l s z á r m a z ó f é n y s z ó r á s is m ó d o t n y ú j t a s e j t e k a l a k és m é r e t 

s z e r i n t i m e g k ü l ö n b ö z t e t é s é r e . A k i s s z ö g b e n s z ó r t f é n y i n t e n z i t á s a a s z ó r ó r é -

szecskék t é r f o g a t á v a l a r á n y o s , í g y k é n y e l m e s e n f e l h a s z n á l h a t ó p a r a m é t e r a 

s e j t e k a z o n o s í t á s á r a , j e l l e m z é s é r e (M U L L A N E Y ' és D E A N 1969 ) . 

A z e lső m u l t i p a r a m é t e r e s á t f o l y ó r e n d s z e r ű s e j t a n a l i z á l ó b e r e n d e z é s t 

K A M E N T S K Y és m t s a i í r t á k le 1 9 6 5 - b e n . B e r e n d e z é s ü k m á r l e h e t ő v é t e t t e az 

á t á r a m o l t a t o t t s e j t e k t ő l e r e d ő k i s s z ö g ű f é n y s z ó r á s és a s e j t e k U V a b s z o r p c i ó j á -

n a k e g y i d e j ű ész le lésé t ( K A M E N T S K Y , M E L A M E D és D E R M A N 1 9 6 5 ) . A m u l t i -

p a r a m é t e r e s b e r e n d e z é s e k t o v á b b i f e j l ő d é s e e g y r é s z t a s e j t e k t ő l s z á r m a z ó 
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f l u o r e s z c e n c i a , f é n y s z ó r á s és a C o u l t e r k a m r á s s e j t t é r f o g a t - m é r é s e g y i d e j ű , 

n a g y s e b e s s é g ű k i v i t e l e z é s é r e é p ü l t , m á s r é s z t egyes p a r a m é t e r e k , m i n t p l . a 

s e j t e k t ő l e r e d ő k ü l ö n b ö z ő s z ö g e k a l a t t i f é n y s z ó r á s , k é t f e s t é k t ő l e r e d ő f l u o r e s z -

c e n c i a ész le lését c é l o z t a . A m ó d s z e r l e g m o d e r n e b b e r e d m é n y e i k ö z é t a r t o z i k a 

f l u o r e s z c e n c i a a n i z o t r ó p i a a l a p j á n t ö r t é n ő s e j t a n a l í z i s , v a l a m i n t az ene rg ia -

t r a n s z f e r f o l y a m a t o k n y o m o n k ö v e t é s e e g y e d i s e j t e k e n s e j t p o p u l á c i ó k b a n 

( C H A N , A R N D T — J O V I N és J O V I N 1 9 7 9 ) . A s e j t e k n a g y s e b e s s é g ű á t á r a m o l t a t á s o s 

a n a l í z i s é n t ú l m e n ő e n a z o k a u t o m a t i k u s s z é t v á l o g a t á s á r a a l k a l m a s e l v e t e lőször 

F U L W Y L E R ( 1 9 6 5 ) k ö z ö l t . A s e j t e k e t a C o u l t e r k a m r á s t é r f o g a t m é r é s u t á n az 

á r a m l ó f o l y a d é k s u g á r b ó l k i a l a k í t o t t c s e p p e k l i e f o g l a l t a , és a f o l y a d é k c s e p p e k e t 

a m é r é s e r e d m é n y é n e k m e g f e l e l ő e n e l e k t r o m o s t ö l t é s s e l l á t t a e l . A z ana l í z i s 

e r e d m é n y é n e k m e g f e l e l ő e n k ü l ö n b ö z ő e l ő j e l ű e l e k t r o m o s t ö l t é s s e l r e n d e l k e z ő , 

i l l e t ő l e g t ö l t é s n é l k ü l i c s e p p e k m e g f e l e l ő e l e k t r o s z t a t i k u s t é r s e g í t s é g é v e l el-

t é r í t h e t ő k és k ü l ö n b ö z ő g y ű j t ő e d é n y e k b e f e l f o g h a t ó k . A m ó d s z e r t o v á b b -

f e j l e s z t é s e k é n t s z ü l e t e t t m e g a f l u o r e s z c e n c i a a k t i v á l t s e j t s z e p a r á l á s e l ve . 

A f l u o r e s z c e n s f e s t é k k e l j e l z e t t s e j t e k e t egy f ú v ó k á b ó l k i á r a m l ó f o l y a d é k -

s u g á r k ö z e p é b e i r á n y í t j á k és t e s z i k k i a g e r j e s z t ő f é n y s u g á r h a t á s á n a k . A z e m i t -

t á l t f l u o r e s z c e n s f é n y t e g y m i k r o s z k ó p - f o t o d e t e k t o r e l r e n d e z é s s e g í t s é g é v e l ana-

l i z á l v a , a F U L W Y L E R á l t a l k i d o l g o z o t t e l v s z e r i n t v é g z i k e l a s e j t e k s z e p a r á l á -

s á t ( H U L E T T , B O N N E R , B A R R E T T és H E R Z E N B E R G 1 9 6 9 ) . A m ó d s z e r t a z ó t a k é t 

k ü l ö n b ö z ő s z i n t ű f l u o r e s z c e n s f é n y e g y i d e j ű d e t e k t á l á s á r a , v a l a m i n t az e z e k k e l 

e g y i d e j ű s e j t t é r f o g a t és s z ó r t f é n y d e t e k t á l á s á r a is t o v á b b f e j l e s z t e t t é k . A f e n t i 

e l r e n d e z é s e g y b e n m ó d o t n y ú j t m e g f e l e l ő p o l á r s z ű r ő k seg í t ségéve l e g y e d i sej-

t e k t ő l s z á r m a z ó f l u o r e s z c e n c i a a n i z o t r ó p i a m é r é s e k r e s e j t p o p u l á c i ó k o n , i l l e t ő -

l e g m e g f e l e l ő s z ű r ő k o m b i n á c i ó k a l k a l m a z á s á v a l a s e j t e n b e l ü l i e n e r g i a t r a n s z f e r 

f o l y a m a t o k m é r é s é r e . 

K e t t ő s f l u o r e s z c e n s j e l z é s t a l k a l m a z v a a v i z s g á l t s e j t t u l a j d o n s á g o k n y o -

m o n k ö v e t é s é r e e l ő f o r d u l h a t a f e s t é k e k emissz iós s p e k t r u m á n a k o l y a n k e d v e -

z ő t l e n á t f e d é s e , a m i m e g g á t o l h a t j a az egyes f e s t é k e k t ő l s z á r m a z ó f l u o r e s z -

c e n c i a i n t e n z i t á s o k e g y m á s t ó l e l k ü l ö n ü l ő ész le lését . A z i l y e n j e l l e g ű nehézségek 

á t h i d a l á s á r a és e g y b e n a v i z s g á l t s e j t p a r a m é t e r e k s z á m á n a k k i t e r j e s z t é s é r e 

v a l ó s í t o t t á k m e g a k e t t ő s l éze r g e r j e s z t é s ű f l o w - s e j t a n a l i z á l ó és - s z e p a r á l ó 

k é s z ü l é k e t ( S T E I N K A M P , O R L I C K Y és CRISSMAN 1 9 7 9 ) . E z a k é s z ü l é k k é t k ü l ö n -

b ö z ő h u l l á m h o s s z o n m ű k ö d ő l éze r f é n y f o r r á s f ó k u s z á l t f é n y é v e l g y o r s e g y m á s -

u t á n b a n m e g v i l á g í t v a v e t i a lá a n a l í z i s n e k a f o l y a d é k á r a m b a n m o z g ó s e j t e k e t , 

é s z l e l i a s e j t e k á l t a l t a r t a l m a z o t t f e s t é k e k t ő l e r e d ő f l u o r e s z c e n c i á t . 

A f l o w s e j t v i z s g á l ó e l j á r á s o k f e j l ő d é s é n e k e g y i k j e l e n t ő s e r e d m é n y e k é n t 

k ö n y v e l h e t ő e l a S T O V E L és S W E E T á l t a l a k ö z e l m ú l t b a n k i f e j l e s z t e t t e l v , a m e l y 

s z e r i n t e g y e d i s e j t e k e t l e h e t s z e p a r á l n i (S T O V E L és S W E E T 1979 ) . A z á l t a l á n o s a n 

a l k a l m a z o t t s e j t v á l o g a t á s i m ó d s z e r e k e g y i k h i á n y o s s á g a , h o g y a m é r é s e k a l a p -

j á n k i j e l ö l t o s z t á l y b a s o r o l t s e j t e k e t m i n t a k i i n d u l ó , h e t e r o g é n s e j t p o p u l á c i ó 

a l p o p u l á c i ó i t s z e p a r á l j a és b o c s á t j a a k í s é r l e t e z ő r e n d e l k e z é s é r e . í g y a v i z s g á l a t . 
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s o r á n az egyed i s e j t e k r ő l m e g s z e r z e t t i n f o r m á c i ó n a g y része e l vész . A z e g y e d i 

s e j t e k szepa rá lásá ra a l k a l m a s m ó d s z e r ezt a k é r d é s t ú g y o l d j a m e g , h o g y a 

s z e p a r á l á s r a k i v á l a s z t o t t s e j t e k e t e g y m i k r o s z k ó p t á r g y l e m e z r e , a n n a k k i t ü n -

t e t e t t és u t ó l a g a z o n o s í t h a t ó h e l y e i r e h e l y e z i e l e g y e n k é n t . A s e j t a n a l í z i s 

e r e d m é n y é t a f e n t i f o l y a m a t t a l p a r a l e l egy s z á m í t ó g é p e s a d a t t á r o l ó rendsze r 

seg í t ségéve l e g y e d i s e j t e n k é n t e l r a k t á r o z z a . I l y e n m ó d o n az ana l í z i s s o r á n 

a d o t t t u l a j d o n s á g ú n a k m u t a t k o z ó e g y e d i s e j t e k u t ó l a g k ö n n y ű s z e r r e l v i zsgá -

l a t n a k v e t h e t ő k a l á . 

A f l u o r e s z c e n c i a a k t i v á l t s e j t a n a l i z á t o r és - s z e p a r á t o r 

A z a l á b b i a k b a n egy t i p i k u s n a k n e v e z h e t ő m u l t i p a r a m é t e r e s s e j t a n a l i z á -

l á s r a és - szepa rá l ás ra a l k a l m a s b e r e n d e z é s e l v é t f o g l a l j u k össze. A z e g y s z e r ű b b 

t á r g y a i h a t ó s á g k e d v é é r t az e g y e d i s e j t e k r e v o n a t k o z ó , e g y i d e j ű l e g ész le lhe tő 

p a r a m é t e r e k s z á m á t h á r o m r a k o r l á t o z z u k , n e v e z e t e s e n a s e j t e k t ő l e redő szór t 

f é n v , v a l a m i n t k é t k ü l ö n b ö z ő h u l l á m h o s s z a l j e l l e m e z h e t ő f l u o r e s z c e n s f é n y 

i n t e n z i t á s á r a . A s z ó r t f é n y i n t e n z i t á s a , v a l a m i n t a f l u o r e s z c e n s f é n y i n t e n z i t á s o k 

m e g f e l e l ő je lzés i t e c h n i k á k e s e t é n a se j t b i o l ó g i a i á l l a p o t á t t ü k r ö z ő a d a t o k k á 

v á l h a t n a k . A s e j t s z e p a r á l á s m e g e n g e d i , h o g y az ana l í z i s s o r á n a l k a l m a z o t t 

p a r a m é t e r e k m e g h a t á r o z o t t é r t é k t a r t o m á n y á b a eső t u l a j d o n s á g o k k a l b í r ó sej-

t e k e t f i z i k a i l a g e l k ü l ö n í t s ü k a k i i n d u l ó h e t e r o g é n s e j t p o p u l á c i ó b ó l . í g y l ehe tő -

v é v á l i k a k i v á l a s z t o t t t u l a j d o n s á g ú se j tek t o v á b b i v i z s g á l a t a , i l l e t ő l e g a k i -

v á l a s z t o t t t u l a j d o n s á g ú s e j t e k b e n f e l d ú s í t o t t m i n t a e l őá l l í t ása . 

A z anal íz is és szepará lás e l v é t az 1. á b r a s z e m l é l t e t i . A f l u o r e s z c e n s fes-

t é k k e l j e l ö l t s e j t s z u s z p e n z i ó b ó l a s e j t e k e t a f ú v ó k á b a j u t t a t j u k a m i n t á r a g y a -

k o r o l t k ü l s ő n y o m á s segí tségéve l . A f ú v ó k á b a n a s e j t e k e t egy l a m i n á r i s a n á r a m -

l ó k ö p e n y f o l y a d é k k a l vesszük k ö r ü l . A f ú v ó k á b ó l k i l ö v e l l ő f o l y a d é k s u g á r m e r ő -

l e g e s e n me tsz i a m e g v i l á g í t á s r a h a s z n á l t lézer f ó k u s z á l t n y a l á b j á t . E z e g y b e n 

a z t j e l e n t i , h o g y a f o l y a d é k s u g á r b a n á r a m l ó s e j t e k e g y e n k é n t e l h a l a d n a k a 

l é z e r s u g á r e l ő t t , a m e l y f l u o r e s z c e n c i á r a k é s z t e t i a s e j t e k á l t a l t a r t a l m a z o t t 

f e s t é k m o l e k u l á k a t . A f ó k u s z á l t f é n y s u g á r e g y b e n s z ó r ó d i k is az e l ő t t e e l h a l a d ó 

s e j t e k e n . A l e g ú j a b b v i z s g á l a t o k s z e r i n t a k i s részecskék ( á t m é r ő k i s e b b , m i n t 

1 gm) m o r f o l ó g i á j a k i h a t a r u g a l m a s f é n y s z ó r á s i j e l e k r e , h a a l éze rsugá r i r á -

n y á v a l e l len té tes i r á n y b a n t ö r t é n i k a d e t e k t á l á s . H a s o n l ó a n , a v i z s g á l t részecs-

k é n b e l ü l i f es téke losz l ás e rősen b e f o l y á s o l h a t j a a f l u o r e s z c e n c i a ú t j á n n y e r t 

i n f o r m á c i ó t . 

A f l u o r e s z c e n c i a észlelésére é p ü l ő , a f o l y a d é k s u g á r b a f o g l a l t s e j t e k e t a 

s u g á r r a merő leges l é z e r n y a l á b b a l m e g v i l á g í t ó , f l o w - r e n d s z e r e k f e l b o n t á s á t 

n a g y m é r t é k b e n b e f o l y á s o l j a a m i n t á b ó l ( s e j t e k ) n y e r h e t ő j e l i n t e n z i t á s a . A leg-

i n t e n z í v e b b s e j t f l u o r e s z c e n c i á k ( D N S f e s t é k e k ) ese tén a f l u o r e s z c e n c i a i n t e n -

z i t á s segí tségéve l d e t e k t á l t t u l a j d o n s á g 3 % - o s i n g a d o z á s a az e l é r h e t ő alsó 
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1. ábra. A muit iparaméteres sejtanalizálás és -szeparálás elve 

határ, és ezt a folyadéksugár hidrodinamikája, a megvilágítás intenzitásának 
ingadozása, valamint a nem egyenletes festés okozzák. A leggyengébb fluoresz-
cenciák észlelésénél (sejtfelületi jelölések) az észlelt fluoreszcencia-intenzitás 
ingadozását főként az optikai szűrők fluoreszcenciája, valamint a folyadék-
áramban levő fluoreszkáló részecskék okozzák. A két extrém közötti fluoresz-
cencia-intenzitások esetén a felbontást főleg a jelet képviselő fotoelektronok 
statisztikus ingadozása szabja meg. 

Az optikai érzékelőtől (PM cső 1—2, szórás detektor) származó alacsony 
szintű elektromos jeleken előzetes átalakításokat (erősítés, sorrendbe állítás 
stb.) kell végrehajtani, mielőtt a jeleket a muitiparaméteres jelfeldolgozó áram-
körbe juttatjuk. A muitiparaméteres feldolgozás a különböző fluoreszcens-, 
i l letőleg szórás-jelek igen sokféle analízisét teszi lehetővé. Lehetőség nyílik az 
egyes paraméterek önálló vizsgálatára, valamint azok különféle módon egy-
máshoz rendelt analízisére is. A sokcsatornás amplitúdó analizátor a feldolgo-
zott jelek tárolását és megjelenítését szolgálja jelamplitúdó-relatív gyakoriság-
liisztogramok formájában. A 2. ábrán humán diszkocitákból és szferocitákból 
álló, glutáraldehid f ixál t sejtpreparátumtól származó fényszórás és fluoresz-
cencia-intenzitás eloszlásokat je l lemző hisztogramokat mutatunk be. A leg-
több modern berendezés lehetővé teszi kiválasztott két paraméter egyidejű és 
egymáshoz tartozó analízisét is. Az 1. ábrán vázolt berendezés az ilyen típusú 
analízist tároló oszcilloszkóp segítségével valósítja meg. A tároló oszcilloszkóp 

14* MTA Biol. Oszl. Közi. 23 (1980) 
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2. ábra. Humán diszkocitákból és szferocitákból álló glutáraldehid f ixált sejtpreparátum fény-
szórás- (bal) és fluoreszcencia-intenzitás eloszlása (jobb) 

3. ábra. A 2. ábrán feltüntetett fényszórás- és fluoreszcencia-intenzitás eloszlások együttes 
ábrázolása a kettős paraméter-analízis eredményeként. A függőleges tengely mentén a fluo-
reszcencia-intenzitás értékét, a vízszintes tengely mentén a fényszórás-intenzitást tüntettük 
fel. Az egyes paraméterérték-kombinációkboz tartozó fénypontok intenzitása az adott para-

méter-kombináció mintán belüli előfordulási gyakoriságával arányos 

p o n t í r ó ( d o t p l o t ) ü z e m m ó d j á b a n a k i v á l a s z t o t t k é t p a r a m é t e r h á r o m d i m e n z i ó s 

a m p l i t ú d ó - e l o s z l á s á t képes m e g j e l e n í t e n i . T l y e n k o r az egyes e g y m á s h o z t a r t o z ó , 

k ü l ö n b ö z ő p a r a m é t e r é r t é k - k o m b i n á c i ó k e g y - e g y p o n t n a k f e l e l n e k m e g a kép -

e r n y ő n és az i l l e t ő p o n t i n t e n z i t á s a a r á n y o s az a d o t t p a r a m é t e r - k o m b i n á c i ó 

e l ő f o r d u l á s i v a l ó s z í n ű s é g é v e l . A 3. á b r a a f e n t e b b i s m e r t e t e t t p r e p a r á t u m egy-

m á s h o z t a r t o z ó f é n y s z ó r á s i és f l u o r e s z c e n s t u l a j d o n s á g a i t m u t a t j a be . 

A z ana l í z i s t k ö v e t ő e n a s e j t e k e t h o r d o z ó össze függő f o l y a d é k s u g á r csep-

p e k r e b o m l i k fe l . A c s e p p k é p z ő d é s egységességét a f ú v ó k a n a g y f r e k v e n c i á s 

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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( 4 0 k H z ) r á z á s á v a l s e g í t j ü k e l ő . A k ö p e n y f o l y a d é k és a m i n t a k e v e r é s i a r á n y á -

n a k s z a b á l y o z á s á v a l e l é r h e t ő , h o g y a k i a l a k u l ó e s e p p e k n e k c s a k m i n t e g y 2 % - a 

t a r t a l m a z s e j t e t . E z a h a t á s o s a n a l í z i s és s z e p a r á l á s e g y i k e l ő f e l t é t e l e ( F U L W Y -

LER 1965 ) . A f e l d o l g o z o t t f l u o r e s z c e n s és f é n y s z ó r á s - j e l e k a k t i v á l j á k a s e j t -

s z e p a r á l ó e l e k t r o n i k á t . A s e j t p o p u l á c i ó e g y r é s z é n e k m e g v i z s g á l á s á t k ö v e t ő e n 

az a m p l i t ú d ó - a n a l i z á t o r o n m e g j e l e n í t e t t h i s z t o g r a m o k s e g í t s é g é v e l az a n a l i z á l t 

p a r a m é t e r e k r e v o n a t k o z ó a n k i t ü n t e t e t t a m p l i t ú d ó t a r t o m á n y o k ( „ a b l a k o k " ) 

j e l ö l h e t ő k k i . A m e n n y i b e n a t o v á b b i a k b a n e g y s e j t t ő l ész le l t j e l e k az e lő re k i -

t ü n t e t e t t a m p l i t i í d ó t a r t o m á n y b a e s n e k , a s z e p a r á l ó á r a m k ö r m ű k ö d é s b e l é p . 

M e g f e l e l ő k é s l e l t e t é s s e l a v i z s g á l a t t á r g y á t k é p e z ő s e j t e t t a r t a l m a z ó f o l y a d é k -

c s e p p e t a f o l y t o n o s f o l y a d é k s u g á r r ó l v a l ó l e v á l á s e l ő t t i p i l l a n a t b a n t ö l t é s s e l 

l á t j a e l . A f o l y a m a t e r e d m é n y e t e h á t n é h á n y f e l t ö l t ö t t f o l y a d é k c s e p p lesz , 

m e l y e k k ö z ü l e g y i k b e n t a l á l h a t ó az e l ő b b a n a l i z á l t és e l v á l a s z t á s r a k i j e l ö l t 

s e j t . A z e l t é r í t ő l e m e z e k k ö z ö t t i á t h a l a d á s s o r á n a c s e p p e k a k i a l a k í t o t t s z t a t i -

k u s e l e k t r o m o s t é r h a t á s á r a e l t é r ü l n e k és a k i j e l ö l t m i n t a f e l f o g ó e d é n y b e j u t n a k . 

A z o k a s e j t e k , a m e l y e k j e l l e m z ő i k k e l n e m esnek b e l e az e l ő re k i v á l a s z t o t t é r t é k -

t a r t o m á n y b a , n e m v á l t j á k k i a c s e p p f e l t ö l t ő i m p u l z u s k é p z ő d é s é t . Í g y az i l y e n 

s e j t e k e t t a r t a l m a z ó , v a l a m i n t az ü r e s c s e p p e k e l t é r í t é s n é l k ü l h u l l a n a k le a 

k ö z é p s ő m i n t a f e l f o g ó e d é n y b e . A m e n n y i b e n e g y m á s t k ö v e t ő k é t v a g y t ö b b 

c s e p p is t a r t a l m a z s e j t e t , és a s e j t e k s z é t v á l a s z t á s a a f e n t e b b v á z o l t o k o k m i a t t 

b i z o n y t a l a n n á v á l n a , a c s e p p f e l t ö l t ő e l e k t r o n i k a n e m l é p m ű k ö d é s b e , és ezek 

a c s e p p e k is e l t é r í t é s n é l k ü l h u l l n a k a lá . I l y e n m ó d o n a m i n t á k n a g y f o k ú 

t i s z t a s á g a b i z t o s í t h a t ó . 

A z e l v á l a s z t o t t m i n t á k a f e n t i e l j á rás u t á n t o v á b b i c i t o l ó g i a i v i z s g á l a t n a k 

v e t h e t ő k a lá , i l l e t v e t o v á b b i k í s é r l e t e k v é g e z h e t ő k v e l ü k . 

A multiparaméteres sejtanalízis és -szeparálás alkalmazásai 

A z a u t o m a t i z á l t s e j t a n a l í z i s és - s z e p a r á l á s a s e j t p o p u l á c i ó k o n v é g e z h e t ő 

v i z s g á l a t o k i g e n v á l t o z a t o s m ó d j á t t esz i l e h e t ő v é . A z u t ó b b i é v e k b e n ezen a 

t é r e n v é g z e t t k u t a t ó m u n k á t j e l l e m z i , h o g y az e g y i d e j ű l e g , e g y e d i s e j t e k t ő l 

ö s s z e g y ű j t h e t ő i n f o r m á c i ó , az e g y i d e j ű l e g m é r h e t ő p a r a m é t e r e k s z á m a a t e c h -

n i k a i f e j l ő d é s e r e d m é n y e k é n t j e l e n t ő s e n m e g n ö v e k e d e t t . E z e g y r é s z t k ö v e t -

k e z m é n y e , m á s r é s z t e l ő m o z d í t ó j a e g y r e ú j a b b , a s e j t p o p u l á c i ó k j e l z é s é r e a l k a l -

m a s t e c h n i k á k k i d o l g o z á s á n a k . 

A m u l t i p a r a m é t e r e s s e j t a n a l i z á l ó b e r e n d e z é s e k s e g í t s é g é v e l v é g e z h e t ő 

f é n y s z ó r á s , f l u o r e s z c e n c i a i n t e n z i t á s és a n i z o t r ó p i a m é r é s e k s o r á n v i z s g á l h a t ó 

s e j t t u l a j d o n s á g o k a t r é s z l e t e z i az 1 . t á b l á z a t . A z a u t o m a t i z á l t s e j t a n a l í z i s és 

- s z e p a r á l á s a l k a l m a z á s a i t i l l e t ő e n a k ö z e l m ú l t b a n a k ö v e t k e z ő k u t a t á s i t e r ü l e t e -

k e n s z ü l e t t e k j e l e n t ő s e r e d m é n y e k : 

— S e j t e k é l e t c i k l u s á n a k k ö v e t é s e s e j t p o p u l á c i ó k b a n . A z o s z t ó d á s k ü l ö n -

b ö z ő f á z i s a i b a n l e v ő s e j t e k e l k ü l ö n í t é s e . 

14* MTA Biol. Oszl. Közi. 23 (1980) 
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1. táblázat 

A multiparaméteres sejtanalízis segítségével vizsgálható sejtparaméterek 

Fényszórás 
Fluoreszcencia Fluoreszcencia 

Fényszórás in tenz i t á s anizotrópia 

Sejtméret (citoplazma/mag) DNS-tarta lom Sejtmembrán mikro viszkozi-
tása 

Sejtek életképessége RNS-tarta lom Citoplazma mikroviszkozi-
tása 

Morfológiai paraméterek Lektinkötő képesség DNS-hez kötődő f luoro-
krómok rotációja 

Abszorbeáló festékek jelenléte Sejten belüli enzimaktivitás Sejtalkotórészek térközelsége 

Sejttörmelékek jelenléte Anti test /ant igén kötődés 

Sejtek életképessége 

Sej tmembrán/ citoplazma 
fluiditás 

Sejtalkotórészek térközelsége 

— T u m o r s e j t e k a n a l í z i s e és s z e p a r á l á s a . 

— G y ó g y s z e r e k h a t á s á n a k v i z s g á l a t a s e j t k u l t ú r á k o n . 

— R e c e p t o r o k m o b i l i t á s á n a k , f e l ü l e t i s ű r ű s é g é n e k v i z s g á l a t a . 

— K r o m o s z ó m a - p o p u l á c i ó k v i z s g á l a t a és s z e p a r á l á s a . 

A t o v á b b i a k b a n k o n k r é t p é l d á k o n k e r e s z t ü l m u t a t j u k b e a f e n t i k u t a t á s i t e r ü -

l e t e k e n v é g z e t t m u n k a j e l l e g é t , a m u l t i p a r a m é t e r e s s e j t a n a l í z i s és - s z e p a r á l á s 

t e c h n i k á j á n a k a l k a l m a z á s i m ó d j á t és az e l é r t e r e d m é n y e k e t . A k ü l ö n b ö z ő s e j t -

t u l a j d o n s á g o k , v a l a m i n t s e j t a l k o t ó r é s z e k j e l ö l é s é r e a l k a l m a z h a t ó f l u o r e s z c e n s 

f e s t é k e k és fes tés i t e c h n i k á k r é s z l e t e s i s m e r t e t é s é t ő l e l t e k i n t ü n k az e b b e n a 

t é m a k ö r b e n m e g j e l e n t k i t ű n ő ö s s z e f o g l a l ó k r a u t a l v a ( S T R Y E R 1 9 6 8 , C H A N C E , 

L E E és B L A R I C 1 9 7 1 , B R A N D és G O H L E K 1 9 7 2 , T H A E R és S E R N E T Z 1 9 7 3 , A z z i 

1 9 7 5 , C H E N és E D E L H O C H 1 9 7 5 , M A R S H 1 9 7 5 , A P P L E , M E R S C H E R , H I R S C H F E L D E R 

és K E E F E 1 9 7 6 ) . 

Sejtek analízise és elválasztása DNS-tartalom alapján 

K í n a i h ö r c s ö g o v á r i u m s e j t e k k e l ( C H O s e j t e k ) v é g z e t t k í s é r l e t e k r ő l szá-

m o l b e CRISSMAN és S T E I N K A M P ( 1 9 7 3 ) . A v i z s g á l t s e j t p o p u l á c i ó D N S - t a r t a l -

m á n a k m e g h a t á r o z á s á r a p r o p i d i u m - j o d i d o t h a s z n á l t a k . U g y a n a k k o r , 3 H - t i m i -

d i n b e é p ü l é s é t v i z s g á l v a , a s e j t e k o s z t ó d á s i f á z i s á r a n é z v e k í v á n t a k k ö v e t k e z -

t e t é s e k e t l e v o n n i . A h e t e r o g é n s e j t p o p u l á c i ó f l u o r e s z c e n c i a - i n t e n z i t á s e l o s z l á s á -

b a n k é t j ó l e l k ü l ö n ü l ő c s ú c s o t é s z l e l t e k (4 . á b r a ) . N a g y s á g s z e r i n t n ö v e k v ő so r -

r e n d b e n a G x f á z i s b a n l e v ő s e j t e k h e z r e n d e l h e t ő az e l s ő csúcs , m í g a m á s o d i k 

csúcs a k é t s z e r e s D N S - t a r t a l o m m a l r e n d e l k e z ő G 2 + M f á z i s b a n l e v ő s e j t e k 

j e l e n l é t é t j e l z i . A D N S - t s z i n t e t i z á l ó S f á z i s b a n l e v ő s e j t e k a k é t csúcs k ö z ö t t i 
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LO 4 ^ 

Fluoreszcencia intenzitás 
(önkényes egysegekben) 

4. ábra. Propidium jodiddal jelzett CHO sejtek DNS-eloszlását jel lemző hisztogram. Az ábrán 
fe l tünte t tük a kísérletek során sej tválogatás szempontjából k i tüntete t t fluoreszcencia-inten-

z i t á s t a r t o m á n y o k a t ( 1 1 — 1 3 , CRISSMAN é s STEINKAMP n y o m á n ) 

t a r t o m á n y b a n j e l e n t k e z n e k k ö z t e s f l u o r e s z c e n c i a - i n t e n z i t á s é r t é k e k k e l . A f l u o -

r e s z c e n c i a - i n t e n z i t á s o k a l a p j á n d e f i n i á l t , egyes f e n t i t a r t o m á n y o k h o z r e n d e l -

h e t ő s e j t e k e t s z e p a r á l t á k , és az í g y n y e r t m i n t á k a t a u t o r a d i o g r á f i á s t e c h n i k á v a l 

m e g v i z s g á l t á k . A G x f r a k c i ó b a t a r t o z ó s e j t e k 4 % - a b i z o n y u l t 3 H - j e l z e t t n e k , e z t 

a h a t á s t a k o r a i S f á z i s b a n l e v ő s e j t e k n e k t u l a j d o n í t o t t á k . A G 2 -f- M f r a k c i ó b a n 

l e v ő s e j t e k r a d i o a k t i v i t á s t m u t a t ó 1 9 % - a p e d i g a k é s e i S f á z i s b a n l e v ő , i l l e t ő l e g 

a j e l ö l é s a l a t t S f á z i s b ó l G 2 - b e k e r ü l t s e j t e k n e k t u l a j d o n í t h a t ó . A z S f á z i s b a n 

l e v ő e l k ü l ö n í t e t t s e j t e k 9 3 % - a b i z o n y u l t j e l ö l t n e k . 

A D N S - t a r t a l o m mérése e m l ő s s e j t e k b e n , v a l a m i n t a D N S - t a r t a l o m a l a p -

j á n t ö r t é n ő s e j t s z e p a r á l á s á l t a l á b a n f e l t é t e l e z i a s e j t e k r ö g z í t é s é t , v a l a m i n t 

e g y é b o l y a n k e z e l é s i e l j á r á s o k a l k a l m a z á s á t , a m e l y e k a s e j t e k é l e t k é p e s s é g é t 

j e l e n t ő s e n b e f o l y á s o l j á k . B i s z b e n z i m i d a z o l t í p u s ú f e s t é k e k e t ( H o e c h s t 3 3 2 5 8 és 

3 3 3 4 2 ) a l k a l m a z v a A R N D T - J O V I N és J O V I N ( 1 9 7 7 ) m u l t i p a r a m é t e r e s s z á m í t ó -

g é p - v e z é r e l t s e j t s z e p a r á t o r u k s e g í t s é g é v e l é l ő s e j t e k e t j e l l e m e z t e k a s e j t c i k l u s 

k ü l ö n b ö z ő f á z i s a i b a n , v a l a m i n t e g y m á s t ó l s z é t v á l a s z t o t t á k a G l s S , G 2 -f- M 

f á z i s o k a t is az é l ő h e t e r o g é n s e j t p o p u l á c i ó b ó l . A z í g y s z e p a r á l t s e j t e k e t s z ö v e t -

k u l t ú r á b a n t o v á b b t e n y é s z t v e , a z o k é l e t k é p e s n e k b i z o n y u l t a k ( 9 0 % ) . 

T u m o r s e j t e k a n a l í z i s e és szepa rá l ása D N S és s e j t t é r f o g a t 

m é r é s e k a l a p j á n 

M e t i l k o l a n t r e n - i n d u k á l t e g é r h á m s e j t k a r c i n ó m a ( M C A - 1 ) s e j t e k D N S -

t a r t a l m á n a k e l o s z l á s á t v i z s g á l t á k a k r i f l a v i n - F e u l g e n f e s t é s t a l k a l m a z v a CRISS-

MAN és S T E I N K A M P ( 1 9 7 5 ) . H á r o m e l k ü l ö n ü l ő a l p o p u l á c i ó t é s z l e l t e k a f l u o r e s z -

c e n c i a - i n t e n z i t á s e losz lás m é r é s e k s o r á n , m e l y e k a n o r m á l 2 e g y s é g n y i d i p l o i d 

D N S - t a r t a l o m m a l r e n d e l k e z ő , v a l a m i n t a 4 és 8 e g y s é g n y i D N S - t a r t a l o m m a l 
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r e n d e l k e z ő s e j t e k n e k f e l e l t e k m e g ( 5 . á b r a ) . A h e t e r o g é n s e j t k e v e r é k e t az a n a l í -

z is u t á n a s e j t e k D N S - t a r t a l m a a l a p j á n k é t rész re s z e p a r á l t á k . A z e l ső c s o p o r t -

b a a n o r m á l D N S - t a r t a l m ú s e j t e k e t k ü l ö n í t e t t é k e l , a m e l y e k l e u k o c i t á k n a k 

b i z o n y u l t a k . A m á s i k c s o p o r t b a a m e g n ö v e k e d e t t D N S - t a r t a l m ú s e j t e k e t v á l o -

g a t t á k k i . E z e n u t ó b b i p o p u l á c i ó r ó l a t o v á b b i i n v i t r o k í s é r l e t e k s o r á n be-
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5. ábra. Egér karcinoma sejtek DNS- tar ta lmának eloszlása akrif lavin-Feulgen festést alkal-
m a z v a . A kísérletek során alkalmazott vá logatás i régiók (11 — 12) fe l tüntetéséve l (CRISSMAN 

n y o m á n ) 

b i z o n y o s o d o t t , h o g y G x és G 2 -f- M f á z i s b a n l e v ő t u m o r s e j t e k e t és a k é t csúcs 

k ö z ö t t S f á z i s t k é p v i s e l ő s e j t e k e t t a r t a l m a z o t t . 

M á s t í p u s ú t u m o r s e j t e k , m e l y e k r e a D N S - t a r t a l o m e m e l k e d é s e n e m j e l -

l e m z ő , c s a k i s i l y e n a l a p o n n e m a z o n o s í t h a t ó k . T o v á b b i p a r a m é t e r e k a l k a l m a -

z á s a i s szükséges l e h e t a z o n o s í t á s u k h o z , i l l e t ő l e g t ö b b p a r a m é t e r e g y ü t t e s 

m é r é s e n y ú j t h a t f e l v i l á g o s í t á s t i l y e n e s e t e k b e n . í g y p l . a D N S - és f e h é r j e t a r t a -

l o m , s e j t t é r f o g a t - m é r é s e k , a m a g és c i t o p l a z m a m é r e t e k v i s z o n y a , széles szög-

t a r t o m á n y b a n v é g z e t t f é n y s z ó r á s - a n a l í z i s , e g y é b e n z i m a t i k u s és a n t i g é n j e l l e -

g e t h o r d o z ó t u l a j d o n s á g o k v i z s g á l a t a v e z e t h e t i l y e n é r t e l e m b e n c é l h o z . 

R A J U és m u n k a t á r s a i ( 1 9 7 4 ) e g é r t u m o r s e j t e k e n ( K H T s z a r k o m a ) v i z s g á l -

t á k a D N S - t a r t a l o m és a s e j t t é r f o g a t k ö z ö t t i ö s s z e f ü g g é s t . A z a k r i f l a v i n — 

F e u l g e n D N S - t a r t a l o m m e g o s z l á s t h a s o n l ó n a k é s z l e l t é k , m i n t a z t a f e n t i e k b e n 

v á z o l t u k az á l t a l u k v i z s g á l t t u m o r s e j t e k r e v o n a t k o z ó l a g i s . A s e j t e k t é r f o g a t -

e l o s z l á s a a z o n b a n a h á r o m c s ú c c s a l r e n d e l k e z ő f l u o r e s z c e n c i a - e l o s z l á s s a l s z e m -

b e n c s a k k é t c s ú c s o t t a r t a l m a z o t t . A j e l l e g z e t e s f l u o r e s z c e n c i a i n t e n z i t á s -

t a r t o m á n y o k a t a l a p u l v é v e , az a n a l í z i s t c s a k az e z e n az i n t e n z i t á s - t a r t o m á n y o n 

b e l ü l i t u l a j d o n s á g g a l r e n d e l k e z ő s e j t e k r e k o r l á t o z v a m e g h a t á r o z t á k a k é t s z e r e s , 

v a l a m i n t a n é g y - és n y o l c s z o r o s D N S - t a r t a l m ú r é g i ó k h o z t a r t o z ó t é r f o g a t -

t a r t o m á n y o k a t . A k í s é r l e t e k e r e d m é n y e k é n t b e b i z o n y o s o d o t t , h o g y a t e l j e s 

t u m o r s e j t p o p u l á c i ó t j e l l e m z ő k é t c s ú c c s a l b í r ó s e j t t é r f o g a t - e l o s z l á s o n b e l ü l 

a k i s e b b m é r e t h e z t a r t o z ó csúcs a l e u k o c i t á k h o z , a n a g y o b b m é r e t h e z r e n d e l -

h e t ő c s ú c s p e d i g a t u m o r s e j t e k h e z t a r t o z i k . 
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G y ó g y s z e r r e l k e z e l t s e j t k u l t ú r á k a n a l í z i s e D N S és s e j t t é r f o g a t 

m é r é s e k a l a p j á n 

A D N S - t a r t a l o m n a g y s z á m ú s e j t e n e g y e n k é n t t ö r t é n ő m e g h a t á r o z á s a 

l e h e t ő v é t e s z i a s e j t c i k l u s r a h a t ó k e m o t e r á p i á s á g e n s e k h a t é k o n y v i z s g á l a t á t . 

A s e j t s z e p a r á t o r r a l a G 1 ; S, G 2 -f~ M f á z i s b a n l e v ő s e j t e k a r á n y a g y o r s a n és 

sejt t é r f o g a t 

6. ábra. Akriflavin-Feulgen festéssel je lzett CHO sejtek DNS-tarta lmának kettős-paraméter 
analízise (TOBEY és mtsai nyomán) 

p o n t o s a n m e g h a t á r o z h a t ó az a l k a l m a z o t t g y ó g y s z e r d ó z i s a , v a l a m i n t az i d ő 

f ü g g v é n y é b e n ( T O B E Y és CRISSMAN 1 9 7 2 ) . A s e j t t é r f o g a t a v a g y ö s s z f e h é r j e -

t a r t a l m a j ó l t ü k r ö z i a s e j t b i o s z i n t e t i k u s k é p e s s é g é t , í g y ezen p a r a m é t e r e k a 

D N S - t a r t a l o m m e g h a t á r o z á s s a l e g y ü t t j ó l s z o l g á l h a t j á k a g y ó g y s z e r e k h a t á s á -

n a k t a n u l m á n y o z á s á t . l = ( 2 = k l o r e t i l ) = 3( = ) 4 - m e t i l c y k l o h e x i l ) = 1 = n i t r o -

z o u r e á v a l k e z e l t C H O s e j t e k D N S - t a r t a l m á t és t é r f o g a t á t v i z s g á l t á k m i n t 

s z i m u l t á n p a r a m é t e r e k e t . A s e j t e k e t a k r i f l a v i n - F e u l g e n e l j á r á s s a l k e z e l t é k . 

A k e z d e t b e n a s z i n k r o n n ö v e k v ő s e j t e k a t i p i k u s G 4 , S , G 2 + M f á z i s o k j e l e n -

l é t é r e u t a l ó f l u o r e s z c e n c i a - i n t e n z i t á s e l osz l ás t m u t a t t á k (6 . á b r a ) . S z i n k r o n i z á l t 

C H O s e j t e k k e l k i m u t a t t á k , h o g y a f l u o r e s z c e n c i a és a s e j t t é r f o g a t k ö z ü l b á r -

m e l y i k p a r a m é t e r ö n m a g á b a n is e g y é r t e l m ű e n j e l l e m z i a s z i n k r o n p o p u l á c i ó 

á l l a p o t á t a s e j t c i k l u s f o l y a m á n . A k í s é r l e t e k u g y a n a k k o r a r r a u t a l t a k , h o g y az 

e m l í t e t t v e g y ü l e t t e l k e z e l t s e j t e k a k é s ő i i n t e r f á z i s b a n ( G 2 ) á l l a p o d t a k m e g a 

s e j t e k t é r f o g a t á n a k e g y i d e j ű j e l e n t ő s n ö v e k e d é s é v e l . A g y ó g y s z e r e s keze lés 

h a t á s á r a t e h á t a s e j t e k a k é s ő i i n t e r f á z i s b a n m e g r e k e d t e k , e l v e s z t e t t é k o s z t ó d ó 

k é p e s s é g ü k e t , ezze l e g y i d ő h e n a z o n b a n n e m s z ű n t e k m e g egyes m a k r o m o l e k u -

l á k a t s z i n t e t i z á l n i . 

S e j t e k f e l ü l e t i l e k t i n k ö t ő k é p e s s é g é n e k a n a l í z i s e s e j t k u l t ú r á k o n 

F l o w m i k r o f l u o r i m e t r i á s m é r é s e k e t e l őszö r K R A E M E R és m t s a i (1973) 

v é g e z t e k f l u o r e s z c e i n - j e l z e t t n ö v é n y i l e k t i n e k t e l í t é s i k ö t ő d é s é n e k t a n u l m á n y o -

z á s á r a á l l a t i s e j t e k e n . V i z s g á l a t a i k b a n az e g y e d i s e j t e k t e l j e s f e l ü l e t i k ö t ő -
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k é p e s s é g é t j e l l e m z ő h i s z t o g r a m o k a t á l l í t o t t a k e l ő s z á m o s s e j t k u l t ú r á r a v o n a t -

k o z ó l a g . M i v e l a l e k t i n k ö t ő k é p e s s é g l e g i n k á b b a s e j t m é r e t t ő l f ü g g , az egység-

n y i f e l ü l e t r e v o n a t k o z t a t o t t k ö t ő k é p e s s é g m é r é s e is szükségessé v á l t . N é g y 

k ü l ö n b ö z ő s e j t v o n a l a t ö s s z e h a s o n l í t v a a z t t a p a s z t a l t á k , b o g y a k ö t ő k é p e s s é g -

b e n é s z l e l t egyes k ü l ö n b s é g e k a s e j t m é r e t b e l i k ü l ö n b s é g e k r e v e z e t h e t ő k v i s s z a , 

m í g az egyes s e j t v o n a l a k k ö z ö t t i l e k t i n k ö t ő h e l y b e l i d i f f e r e n c i á k is j e l e n t ő s e k 

l e h e t n e k . P é l d á u l a H e - L a t ö r z s s e j t f e l ü l e t e n a g y o b b n a k b i z o n y u l t , m i n t a T I 

t ö r z s é , u g y a n a k k o r a k ö t ő h e l y - s ű r ű s é g r e v o n a t k o z ó a n f o r d í t o t t a r á n y á l l f e n n . 

A c r i d i n e o r a n g e j e l z e t t h u m á n l e u k o c i t á k k e t t ő s f l u o r e s z c e n s j e l zés a l a p -

j á n t ö r t é n ő d i f f e r e n c i á l a n a l í z i s é r ő l s z á m o l be A D A M S és KAMENTSKY* ( 1 9 7 1 ) . 

A v i z s g á l t s e j t e k e n b e l ü l h á r o m a l p o p u l á c i ó t s i k e r ü l t m e g k ü l ö n b ö z t e t n i ( l i m -

f o c i t á k , m o n o c i t á k és g r a n u l o c i t á k ) , és a s z e p a r á l á s u t á n a z o n o s í t a n i ( 7 . á b r a ) . 

A k e t t ő s f l u o r e s z c e n s j e l z é s t ú g y a l k a l m a z t á k , h o g y a k é t h u l l á m h o s s z o n ész le l t 

f l u o r e s z c e n s f é n y i n t e n z i t á s a r á n y á t h a s z n á l t á k f e l a s e j t e k j e l l e m z é s é r e . H a -

s o n l ó m ó d s z e r t a l k a l m a z o t t S T E I N K A M P és R O M E R O ( 1 9 7 4 ) t o v á b b i k é t l i m f o c i t a 

c s o p o r t a z o n o s í t á s á r a , a m e l y e k e t k i s és n a g y t í p u s o k k é n t t a r t a n a k s z á m o n . 

H a s o n l ó k l a s s z i f i k á l á s o k t ö r t é n t e k a k e t t ő s f l u o r e s z c e n s j e l z é s i m ó d s z e r r e l 

á l l a t i e r e d e t ű l e u k o c i t á k r a v o n a t k o z ó l a g is. A c r i d i n e o r a n g e e s e t é b e n a z ö l d 

f l u o r e s z c e n s f é n y a m a g t ó l , m í g a v ö r ö s a c i t o p l a z m a t i k u s g r a n u l u m o k t ó l e r e d . 

H u m á n l e u k o c i t á k f l u o r e s z c e n s a l a p o n t ö r t é n ő o s z t á l y o z á s a m e l l e t t a f e s t e t l e n 

l e u k o c i t á k is k ü l ö n b ö z ő m o r f o l ó g i a i t í p u s o k b a s o r o l h a t ó k a s z i m u l t á n k é t k ü l ö n -

b ö z ő s z ö g a l a t t é s z l e l t f é n y s z ó r á s i i n t e n z i t á s o k a l a p j á n (SALTZMANN, C R O W E L L , 

M A R T I N , T R U J I L L O , R O M E R O és M U L L A N E Y 1 9 7 5 ) . A l e u k o c i t á k o n s z ó r ó d ó f é n y t 

a m e g v i l á g í t ó l é z e r s u g á r i r á n y á v a l e g y i r á n y b a n l ° - o n b e l ü l és az e r r e az i r á n y r a 

m e r ő l e g e s e n 9 0 ° a l a t t egysze r re é s z l e l t é k a f l u o r e s z c e n c i a c s a t o r n á b a n l e v ő 

t a k a r á s , t ü k r ö k és k ü l ö n b ö z ő s z ű r ő k k i i k t a t á s a u t á n . A k é t k ü l ö n b ö z ő szög 

7. ábra. Humán leukoc i ták klasszifikálása acridine-orange vörös és zöld fluoreszcencia alap-
ján. 1. kis limfoeiták; 2. nagy l imfociták; 3. monociták; 4. granulociták (STEINKAMP és intsa 

nyomán) 

E m l ő s l e u k o c i t á k d i f f e r e n c i á l a n a l í z i s e és s z e p a r á l á s a 

v o r o s 
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a l a t t k o i n c i d e n c i á b a n ész le l t s z ó r t f é n y i n t e n z i t á s o k l o g a r i t m u s a i t á b r á z o l v a 

e g y d e r é k s z ö g ű k o o r d i n á t a - r e n d s z e r m e r ő l e g e s t e n g e l y e i r e , a z egyes i n t e n z i t á s -

k o m b i n á c i ó k r e l a t í v e l ő f o r d u l á s i s z á m a i t f e l t ü n t e t v e az e l ő z ő k é t t e n g e l y r e 

m e r ő l e g e s h a r m a d i k r a , az í g y n y e r t h á r o m d i m e n z i ó s e l ő f o r d u l á s i g y a k o r i s á g -

h i s z t o g r a m m ó d o t n y ú j t a l e u k o c i t á k o s z t á l y o z á s á r a . E z z e l a m ó d s z e r r e l a 

l e u k o c i t á k h á r o m c s o p o r t j á t t u d t á k m e g k ü l ö n b ö z t e t n i ( n e u t r o f i l e k , m o n o c i t á k 

és l i m f o e i t á k ) . T o v á b b i t e r v e k l é t e z n e k t ö b b m i n t k é t s z ö g a l a t t i s z i m u l t á n 

f é n y s z ó r á s d e t e k t á l á s á r a és az í g y k a p o t t a d a t o k s z á m í t ó g é p e s f e l d o l g o z á s á r a 

k ü l ö n b ö z ő m i n t a - , i l l e t v e a l a k f e l i s m e r ő a l g o r i t m u s o k s e g í t s é g é v e l . 

M a g - és c i t o p l a z m a m é r e t e k v i z s g á l a t a s e j t p o p u l á c i ó k b a n 

A f l o w r e n d s z e r e k f e l h a s z n á l h a t ó k s e j t e k ana l í z i sé re és s z e p a r á l á s á r a a z o k 

m a g - és c i t o p l a z m a m é r e t v i s z o n y a i a l a p j á n . A m a g m é r e t j e l z é s é r e f l u o r e s z c e n s 

f e s t é s i t e c h n i k a a l k a l m a z h a t ó , m í g a c i t o p l a z m a m é r e t é n e k m e g h a t á r o z á s a a 

f é n y s z ó r á s i p a r a m é t e r e k a l a p j á n t ö r t é n h e t . STEINKAMP és CRISSMAN ( 1 9 7 4 ) 

L 9 2 9 s e j t k u l t ú r á n v é g z e t t p r o p i d i u m j o d i d — f l u o r e s c e i n i z o t i o c i a n á t k e t t ő s 

f l u o r e s z c e n s j e l z é s t a l k a l m a z v a v i z s g á l a t o k a t . A s e j t e k m a g á t m é r ő j e és D N S -

t a r t a l m a k ö z ö t t i a r á n y o s s á g o t m á r k o r á b b a n k i m u t a t t á k ( B A E T C K E , S P A R R O W , 

N A U M A N és S C H W E M M E R 1 9 6 7 ) . A f l o w m ó d s z e r ese tében a m a g á t m é r ő m é r é s é r e 

a f l u o r e s z c e n s j e l i d ő t a r t a m á n a k v i z s g á l a t a n y ú j t m ó d o t . A k a p o t t D N S -

t a r t a l o m e l o s z l á s r a , i l l . m a g á t m é r ő e losz lás ra v o n a t k o z ó g ö r b é k ö s s z e h a s o n l í t á s a 

a m ó d s z e r i l y e n j e l l e g ű v i z s g á l a t o k r a v a l ó a l k a l m a z h a t ó s á g á t b i z o n y í t j a . A c i t o -

p l a z m a á t m é r ő j é n e k v i z s g á l a t á r a m i n d a f l u o r e s z c e n s t e c h n i k a , m i n d p e d i g a 

f é n y s z ó r á s v i z s g á l a t o k m e g f e l e l ő n e k b i z o n y u l t a k . A c i t o p l a z m a á t m é r ő j é n e k 

m e g h a t á r o z á s a a j e l z e t t s e j t e k t ő l e redő z ö l d f l u o r e s z c e n s f é n y i d ő t a r t a m á n a k 

m é r é s é n a l a p u l . A f é n y s z ó r á s i j e l a s e j t t é r f o g a t t a l a r á n y o s , és M U L L A N E Y és 

D E A N ( 1 9 6 9 ) v i z s g á l a t a a l a p j á n a s e j t e k f e h é r j e t a r t a l m á n a k e l o s z l á s á h o z h a s o n -

l ó . A c i t o p l a z m a á t m é r ő j e i s m é t a f é n y s z ó r á s i j e l i d ő t a r t a m á n a k m é r é s é v e l 

j e l l e m e z h e t ő e g y é r t e l m ű e n . A m a g m é r e t és c i t o p l a z m a - m é r e t e l o s z l á s o k a l a p j á n 

s i k e r e s e n d i a g n o s z t i z á l t a k n ő g y ó g y á s z a t i m i n t á k a t ( S T E I N K A M P és C R I S S M A N 

1 9 7 4 ) . 

Se j tek a n a l í z i s e és s z e p a r á l á s a f l u o r e s z c e n c i a a n i z o t r ó p i a a l a p j á n 

A f l u o r e s z c e n c i a a n i z o t r ó p i a mérések a f l u o r e s z c e n c i a i n t e n z i t á s m é r é s e -

k e n t ú l m e n ő e n i s i n f o r m á c i ó t n y ú j t h a t n a k a s e j t e k és s e j t a l k o t ó r é s z e k k ü l ö n b ö -

z ő á l l a p o t a i r ó l . A s e j t e k e t m e g f e l e l ő f l u o r e s z c e n s je lzéssel e l l á t v a , az e m i t t á l t 

f l u o r e s z c e n s f é n y a n i z o t r ó p i á j á t m é r v e t a n u l m á n y o z h a t ó v á v á l n a k egyes d i n a -

m i k u s m e m b r á n s t r u k t ú r á r a , i l l e t ő l e g - f u n k c i ó r a j e l l e m z ő s a j á t s á g o k , m i n t p é l -
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d á u l a m e m b r á n l i p i d e k v i s z k o z i t á s a , v a l a m i n t a m e m b r á n f e l ü l e t é h e z k ö t ő d ő 

l e k t i n e k m o z g é k o n y s á g a . A z e lső i l y e n i r á n y ú k í s é r l e t e k e t s e j t p o p u l á c i ó k o n 

f l o w m i k r o f l u o r i m e t r i á s m ó d s z e r r e l A R N D T - J O V I N és J O V I N v é g e z t é k ( 1 9 7 6 ) . 

A z á l t a l u k h a s z n á l t b e r e n d e z é s az e g y s z e r ű a n a l í z i s e n t ú l m e n ő e n a l k a l m a s a 

s e j t e k n a g y t e l j e s í t m é n y ű s z é t v á l o g a t á s á r a i s az ész le l t p o l a r i z á c i ó s s a j á t s á g o k 

a l a p j á n . A z í g y s z e p a r á l t s e j t e k s t e r i l e k , é l e t k é p e s e k és t o v á b b i b i o k é m i a i v i z s -

g á l a t n a k v e t h e t ő k a l á . A f l o w r e n d s z e r e k e n v é g z e t t f l u o r e s z c e n c i a a n i z o t r ó p i a 

m é r é s e k c i t o l ó g i a i a l k a l m a z á s a i t f o g l a l j a össze a 2. t á b l á z a t . 

2. táblázat 

A f low anizotrópia mérések citológiai a lkalmazásai 

1. Membrán mikroviszkozi tás meghatározása difenil hexatriennel . A sejt di f ferenciáló-
dására ható kémia i ágensek v izsgá lata Friend-vírussal transzformált sejteken. 

2. Normál i s és leukémiás sejtek membránf luidi tásának v izsgá lata . 
3. Kova lens és nemkova lens jelző v e g y ü l e t e k alkalmazása fe lület i és intracelluláris 

sajátságok k imutatására . 
4. Intracelluláris mikroviszkozi tás mérése e m l ő s sejtekben f luoreszcein diacetát segít-

ségével. Sejtciklus, ozmolaritás és kolóniakcpző ha j lamot befolyásoló vegyületek h a t á s á n a k 
vizsgálata. 

L I N D M O és S T E E N ( 1 9 7 7 ) f l u o r e s z c e i n d i a c e t á t j e l z e t t s e j t e k p o l a r i z á c i ó s 

m é r é s e i b ő l a z t a k ö v e t k e z t e t é s t v o n t a l e , h o g y a s e j t e k e n b e l ü l i m i k r o v i s z k o z i -

t á s á l l a n d ó n a k t e k i n t h e t ő a t e l j e s s e j t c i k l u s a l a t t , m í g a s e j t e k e t k ö r ü l v e v ő 

k ö z e g o z m o l a r i t á s a i g e n j e l e n t ő s e n b e f o l y á s o l j a a m i k r o v i s z k o z i t á s a l a k u l á s á t . 

Receptorok mobilitásának és térbeli távolságának mérése 
energiatranszfer segítségével 

A s e j t f e l ü l e t h e z k ö t ő d ő a n y a g o k h e l y i sű rűsége , v a l a m i n t ú j r a e l o s z l á s a a 

s e j t f e l s z í n é n a m e t a b o l i k u s á l l a p o t o t és a s e j t f u n k c i ó t j ó l j e l l e m z ő p a r a m é t e r e k . 

A r e c e p t o r o k m o z g á s a a s e j t m e m b r á n o k b a n , v a l a m i n t a l i g a n d o k m e g k ö t é s e 

u t á n i ú j r a r e n d e z ő d é s ü k f e l t é t e l e z h e t ő e n a s e j t - s e j t f e l i s m e r é s , v a l a m i n t a p r o l i -

f e r á c i ó s z a b á l y o z á s á n a k f o n t o s t é n y e z ő j e . A r e c e p t o r - s ű r ű s é g és - m o z g é k o n y s á g 

v i z s g á l a t a a m e m b r á n f l u i d i t á s , i l l . a s e j t c i k l u s o n b e l ü l i á l l a p o t f ü g g v é n y é b e n 

j ó l k ö v e t h e t ő a f l o w r e n d s z e r e k s e g í t s é g é v e l . 

A k é t f l u o r e s z c e n s k r o m o f o r k ö z ö t t i r e z o n a n c i a - t r a n s z f e r m ó d o t n y ú j t a 

m e m b r á n a l k o t ó r é s z e k k ö z ö t t i t é r b e l i v i s z o n y o k t a n u l m á n y o z á s á r a . A z i l y e n 

t í p u s i í m é r é s e k k ü l ö n ö s e l ő n y e , h o g y s p e k t r o s z k ó p i a i e s z k ö z ö k k e l é r z é k e n y 

t á v o l s á g m é r é s t t e s z n e k l e h e t ő v é t i p i k u s a n 1 0 — 1 0 0 Á t á v o l s á g t a r t o m á n y b a n 

e l h e l y e z k e d ő k r o m o f o r o k k ö z ö t t . U g y a n a k k o r a f l o w r e n d s z e r e k é r z é k e n y s é g e 

m a x i m á l i s a n k i h a s z n á l h a t ó , m i v e l a m é r é s e k f l u o r e s z c e n c i a - i n t e n z i t á s m é r é s e k -

r e v e z e t h e t ő k v i s s z a . N e m u t o l s ó s o r b a n az i s e l ő n y e a m ó d s z e r n e k , h o g y a j e l e n -

.séget l e í r ó e l m é l e t j ó l m e g a l a p o z o t t . 
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A z e n e r g i a t r a n s z f e r m é r é s e k e s e t é n a z o n b a n n é h á n y k ö r ü l m é n y r e t e k i n -

t e t t e l k e l l l e n n i : 

a) A d o n o r e m i s s z i ó s és az a k c e p t o r a b s z o r p c i ó s s p e k t r u m a i n a k k e l l ő 

á t f e d é s t k e l l m u t a t n i u k . 

b) A k é t m o l e k u l a r e l a t í v o r i e n t á c i ó j a és a n n a k v á l t o z á s a k i h a t a t r a n s z -

f e r h a t á s f o k á r a . 

c ) M e g f e l e l ő e n m a g a s d o n o r k v a n t u m h a t á s f o k és a k c e p t o r e x t i n k c i ó s 

k o e f f i c i e n s szükséges a k í s é r l e t h e z . 

d ) A d o n o r és az a k c e p t o r m o l e k u l á k k ö z ö t t 1 0 — 1 0 0 Á k ö z ö t t i t á v o l s á g -

b a n t e s z i l e h e t ő v é a m ó d s z e r a m é r é s t , t o v á b b á a t á v o l s á g v á l t o z á s á r a i g e n 

é r z é k e n y , u i . a k r o m o f o r o k t á v o l s á g á n a k h a t o d i k h a t v á n y á v a l v á l t o z i k a 

h a t á s f o k . 

C H A N és a J o v r n h á z a s p á r ( 1 9 7 9 ) s z á m o l n a k be e l ő s z ö r az e n e r g i a t r a n s z f e r 

m é r é s e k a l a p j á n t ö r t é n ő m u l t i p a r a m é t e r e s s e j t a n a l í z i s r ő l és - s z e p a r á l á s r ó l . 

M é r é s e i k s o r á n t ö b b s z i m u l t á n p a r a m é t e r t a l k a l m a z t a k a s e j t e k j e l l e m z é s é r e , 

m i n t p é l d á u l a d o n o r f l u o r e s z c e n c i á j á n a k k i o l t á s á t az a k c e p t o r á l t a l ; az a k c e p -

t o r e m i s s z i ó s a n i z o t r ó p i á j á n a k c s ö k k e n é s é t az i n d i r e k t , t r a n s z f e r e n k e r e s z t ü l i 

g e r j e s z t é s b e l é p é s é v e l . F l u o r e s z c e i n és r o d a m i n d o n o r - a k c e p t o r p á r t h a s z n á l v a , 

m i n d k é t k r o m o f o r r a l j e l ö l t l e k t i n t ( k o n k a n a v a l i n A ) á l l í t o t t a k e l ő . V í r u s -

t r a n s z f o r m á l t e r i t r o l e u k é m i á s s e j t e k e t k e z e l t e k k ü l ö n b ö z ő k o n c e n t r á c i ó j ú j e l -

z e t t l e k t i n e k k e l . A k é t f e s t é k ideá l i s d o n o r - a k c e p t o r p á r t k é p e z f l u o r e s z c e n c i a 

r e z o n a n c i a e n e r g i a t r a n s z f e r l é t r e j ö t t é h e z , í g y l e h e t ő v é v á l i k a k ö t ö t t l i g a n d 

m o l e k u l á k k ö z ö t t i t á v o l s á g m e g h a t á r o z á s a , a m i e g y b e n m e g f e l e l a f e l ü l e t i 

r e c e p t o r o k t á v o l s á g á n a k i s . A t r a n s z f e r h a t á s f o k o t m u l t i p a r a m é t e r e s f l o w -

r e n d s z e r b e n m é r t é k 4 8 8 n m léze r g e r j e s z t é s m e l l e t t , a f u o r e s z c e i n és a r o d a m i n 

e m i s s z i ó j á t , v a l a m i n t a r o d a m i n e m i s s z i ó s a n i z o t r ó p i á j á t d e t e k t á l v a m i n d e n 

egyes s e j t e n . A z e n e r g i a t r a n s z f e r h a t á s f o k á t a d o n o r e m i s s z i ó j á n a k k i o l t á s a , az 

a k c e p t o r e m i s s z i ó j á n a k m e g n ö v e k e d é s e , v a l a m i n t az a k c e p t o r f l u o r e s z c e n c i á j á -

n a k d e p o l a r i z á c i ó j a a l a p j á n k ö z e l í t e t t é k . 

A k í s é r l e t e k a v i z s g á l t s e j t e k i n d u k c i ó u t á n i d i f f e r e n c i á l ó d á s a s o r á n j e l e n -

t ő s v á l t o z á s o k a t m u t a t t a k k i o l y a n t u l a j d o n s á g o k b a n , m i n t p é l d á u l k i s m o l e -

k u l á k t r a n s z p o r t j a , m e m b r á n f l u i d i t á s , r e c e p t o r o k ú j r a r e n d e z ő d ő képessége , s t b . 

N y i l v á n v a l ó , h o g y a r e z o n a n c i a e n e r g i a t r a n s z f e r m é r é s e k a f e n t i e k e n k í v ü l 

i n t r a c e l l u l á r i s s t r u k t ú r á k és k o m p l e x e k e g y m á s h o z v i s z o n y í t o t t e l h e l y e z k e d é -

sé t , i l l e t ő l e g t é r k ö z e l s é g é t cé l zó v i z s g á l a t o k s o r á n is h a t á s o s a n a l k a l m a z h a t ó k . 

Kromoszóma analízis és válogatás 

D N S - s p e c i f i k u s f e s t é k e k k e l j e l ö l t i z o l á l t k r o m o s z ó m á k f l u o r e s z c e n c i á j á t 

h a t á s o s a n l e h e t v i z s g á l n i f l o w c i t o f l u o r i m e t r i á v a l . 105 n a g y s á g r e n d ű k r o m o -

s z ó m á t m e g v i z s g á l v a a f l u o r e s z c e n c i a - i n t e n z i t á s e losz lás s z á m o s csúcs ra k ü l ö n ü l 
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e l . M i n d e n c s ú c s e g y a d o t t k r o m o s z ó m a t í p u s t , i l l e t v e c s o p o r t o t j e l l e m e z . 

A csúcsok á l t a l k é p v i s e l t i n t e n z i t á s o k j e l l e m z ő e k az i l l e t ő k r o m o s z ó m a t í p u s r a , 

a csúcsok a l a t t i t e r ü l e t e k a r á n y a p e d i g m e g a d j a az egyes t í p u s o k e l ő f o r d u l á s i 

a r á n y á t . A z e g y e s c s ú c s o k h o z t a r t o z ó k r o m o s z ó m a t í p u s o k f i z i k a i l a g e l v á l a s z t -

h a t ó k a k e v e r é k t ö b b i r é s z é t ő l t o v á b b i b i o l ó g i a i , i l l e t v e b i o k é m i a i k í s é r l e t e k 

c é l j á r a . 

V A N D I L L A és m u n k a t á r s a i ( 1978 ) k í n a i h ö r c s ö g s e j t e k ( M 3 - 1 ) e t i d i u m 

b r o m i d d a l f e s t e t t k r o m o s z ó m á i t k i l e n c c s o p o r t r a t u d t á k s z é t v á l a s z t a n i . E g y e s 

c s o p o r t o k t e r m é s z e t e s e n t ö b b k r o m o s z ó m a t í p u s t is t a r t a l m a z t a k . H u m á n 

d i p l o i d f i b r o b l a s z t o k k r o m o s z ó m á i t h a s o n l ó m ó d o n k e z e l v e h é t c s o p o r t o t t u d -

t a k m e g k ü l ö n b ö z t e t n i . U j a b b f e s t é s i t e c h n i k á k a l k a l m a z á s á v a l ( H o e c h s t 3 3 2 5 8 ) 

a h u m á n k r o m o s z ó m á k a t 15 c s o p o r t r a v á l a s z t o t t á k szé t . A m ó d s z e r s e g í t s é g é v e l 

m i k r o g r a m m m e n n y i s é g ű a z o n o s t í p u s t k é p v i s e l ő k r o m o s z ó m á k n y e r h e t ő k k i a 

h e t e r o g é n m i n t á b ó l n é h á n y ó r á s s z e p a r á l á s s a l . 

A k r o m o s z ó m a - á l l o m á n y n a g y o b b f e l b o n t á s ú k a r a k t e r i z á l á s a é r h e t ő e l , 

h a a k r o m o s z ó m a - á l l o m á n y t k é t f l u o r e s z c e n s f e s t é k k e l j e l ö l j ü k . A s z i m u l t á n 

fes tés h a t é k o n y s á g a v á r h a t ó a n n a g y o b b , h a a k é t f e s t é k k ö z ö t t r e z o n a n c i a 

e n e r g i a t r a n s z f e r j ö h e t l é t r e . E r r e a l e h e t ő s é g r e J E N S E N és m u n k a t á r s a i ( 1 9 7 7 ) 

D N S - s p e c i f i k u s f e s t é k e k e t ( H o e c h s t 3 3 2 5 8 , c r o m o i n i c i n A 3 , e t i d i u m b r o m i d ) 

a j á n l o t t a k , m e l y e k b ő l — s p e k t r á l i s t u l a j d o n s á g a i k n a k m e g f e l e l ő e n — a l k a l m a s 

d o n o r - a k c e p t o r p á r o k a l a k í t h a t ó k k i . V i z s g á l a t a i k a l a p j á n a k r o m o s z ó m a - és 

s e j t a n a l í z i s és - s z e p a r á l á s c é l j á r a a c r o m o i n i c i n A 3 és e t i d i u m b r o m i d f e s t é k p á r 

l á t s z i k l e g i n k á b b a l k a l m a s n a k . H a s o n l ó a n D N S - h e z k ö t ő d ő f e s t é k p á r t a l k a l -

m a z t a k ( m i t r o m i c i n és p r o p i d i u m ) STÖHR és m u n k a t á r s a i ( 1 9 7 7 ) , k ü l ö n á l l ó s e j -

t e k e t „ f l o w " m i k r o f l u o r i m é t e r r e l v i z s g á l v a a k é t f e s t é k k ö z ö t t e n e r g i a t r a n s z -

f e r t m u t a t t a k k i . 

M á s t í p u s ú i n f o r m á c i ó n y e r h e t ő o l y a n d o n o r - a k c e p t o r f e s t é k p á r a l k a l -

m a z á s á v a l , a h o l n e m m i n d k é t f e s t é k a D N S - h e z k ö t ő d i k , h a n e m e g y i k ü k a k r o -

m a t i n f e h é r j é i t j e l ö l i . I l y e n , i n s i t u v i z s g á l a t o k r a a l k a l m a s f e s t é k p á r l e h e t a 

f l u o r e s z k a m i n — p r o p i d i u m j o d i d (SZÖLLŐSI , SZABÓ, SOMOGYI és D A M J A N O V I C H 

1 9 7 8 ) , v a l a m i n t a f l u o r e s z k a m i n — e t i d i u m b r o m i d ( S O M O G Y I , K E R T A I és 

D A M J A N O V I C H 1 9 7 9 ) . 

T e k i n t v e , h o g y a k ü l ö n b ö z ő f e s t é k e k n e k a k r o m a t i n o n b e l ü l i a f f i n i t á s -

e losz lása — e g y e d i j e l l e g z e t e s s é g e i k b ő l k ö v e t k e z ő e n — e g y m á s t ó l e l t é r ő , a 

k ü l ö n b ö z ő f e s t é k p á r o k a l k a l m a z á s a s o r á n a k r o m o s z ó m a - v a g y s e j t a n a l í z i s a 

k r o m o s z ó m a k ü l ö n b ö z ő s t r u k t u r á l i s és f u n k c i o n á l i s r é s z e i n e k a n a l í z i s é t n y ú j t -

h a t j a . 
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FEHÉRJÉK FOSZFORILÁCIÓS ÉS DEFOSZFORILÁCIÓS 
ÁTALAKULÁSÁNAK SZABÁLYOZÁSA 

GERGELY P Á L é s В о т GYÖRGY 

Debreceni Orvostudományi E g y e t e m Orvosi Vegytan i Intézete 

Bevezetés 

A s e j t a n y a g c s e r e f o l y a m a t a i b a n l e j á t s z ó d ó f o s z f o r i l á c i ó s - d e f o s z f o r i l á c i ó s 

f o l y a m a t o k r a a g l i k o l í z i s és g l i k o g e n o l í z i s i n t e r m e d i e r j e i n e k m e g i s m e r é s e h í v t a 

f e l a f i g y e l m e t . A g l i k o g é n , i l l . a g l u k ó z l e b o n t á s a és s z i n t é z i s e k o v a l e n s f o s z f á -

t o t t a r t a l m a z ó v e g y ü l e t e k e n k e r e s z t ü l v a l ó s u l meg . A f e h é r j é k f o s z f o r i l á c i ó j a 

a l a t t a t a r t ó s a n , h o s s z a b b i d e i g m e g m a r a d ó f o s z f á t b e é p ü l é s é t é r t j ü k . A fosz -

f á t t a l a l k o t o t t k o v a l e n s k ö t é s k i a l a k u l á s a és f e l b o m l á s a az e n z i m f e h é r j é k b e n 

r e n d s z e r i n t k o n f o r m á c i ó s v á l t o z á s o k a t o k o z , a m e l y e k k a t a l i t i k u s k é p e s s é g ü k e t 

(vmaxj Km) v a g y r e g u l á i h a t ó s á g u k a t n a g y m é r t é k b e n b e f o l y á s o l j á k . 

A f o s z f o r i l á c i ó s - d e f o s z f o r i l á c i ó s á t a l a k í t á s o k n a k k i t e t t e n z i m e k p r o t o t í -

p u s a a g l i k o g é n f o s z f o r i l á z ( E C 2 .4 .1 .1 ) . C O R I és m t s a i m á r 1 9 3 8 - b a n l e í r t á k a 

f o s z f o r i l á z k é t f o r m á j á t , a m i k r ő l k é s ő b b b e b i z o n y o s o d o t t , h o g y a f o s z f o r i l á l t és 

a f o s z f o r i l á l a t l a n f o r m á k k a l a z o n o s a k ( K R E B S és F I S C H E R 1956 ) . N a p j a i n k b a n 

m á r h ú s z n á l t ö b b o l y a n e n z i m e t i s m e r ü n k , a m e l y e k n e k f o s z f o és d e f o s z f o a l a k j a 

v a n . E z e k r ő l k i t ű n ő á t t e k i n t é s t ad K R E B S és BEAVO ( 1 9 7 9 ) ö s s z e f o g l a l ó j a . 

N e m - e n z i m a t i k u s f e h é r j é k i s s z e r e p e l h e t n e k a f o s z f o r i l á c i ó s - d e f o s z f o r i l á c i ó s fo -

l y a m a t o k s z u b s z t r á t j a k é n t . I d e s o r o l h a t ó k a h i s z t o n o k , a p r o t a m i n o k , a n e i n -

h i s z t o n j e l l e g ű m a g f e h é r j é k , a r i b o s z ó m a k ü l ö n b ö z ő f e h é r j é i , m e m b r á n o k h o z 

s z o r o s a n k ö t ö t t f e h é r j é k , t o v á b b á a k o n t r a k t i l i s r e n d s z e r f e h é r j é i ( t r o p o n i n I és 

T , m i o z i n k ö n n y ű l á n c a ) ; c s a k n é h á n y p é l d á t r a g a d v a k i a n e m - e n z i m j e l l e g ű 

f e h é r j é k k ö z ü l . Ü g y t ű n i k , h o g y a s e j t n e k n i n c s o l y a n része , a m e l y b e n a f o s z f o r i -

l á c i ó n és d e f o s z f o r i l á c i ó n a l a p u l ó s z a b á l y o z á s ne j á t s z ó d n é k le . 

A f e h é r j é k f o s z f o r i l á l t és d e f o s z f o r i l á l t a l a k j a s z ü k s é g s z e r ű v é t e s z i a f osz -

f o r i l á l á s t k a t a l i z á l ó k i n á z o k és a d e f o s z f o r i l á l á s t végző f o s z f a t á z o k , azaz az á t -

a l a k í t ó e n z i m e k lé tezését i s : 

P r o t e i n + A T P P r ° t e i n k i n á z > P r o t e i n P + A D P 

P r o t e i n - P + H . , 0 t 0 S z f 0 P r 0 t e Í n > P r o t e i n + P ; 

- foszfatáz 
A f o s z f o r i l á c i ó r e n d s z e r i n t a f e h é r j e m e g h a t á r o z o t t a m i n o s a v r é s z l e t é n 

( s z e r i n O H , r i t k á n t r e o n i n — O H c s o p o r t o n ) k ö v e t k e z i k b e . Á l t a l á b a n az A T P 
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t e r m i n á l i s f o s z f á t j a s z e r e p e l d o n o r k é n t , k i v é t e l e s e s e t b e n G T P is m e g f e l e l ő . A z 

á t a l a k í t ó e n z i m e k t i s z t í t á s a , s p e c i f i t á s u k n a k és k i n e t i k á j u k n a k a m e g i s m e r é s e 

j e l e n t ő s , m i v e l s o k e s e t b e n e z e n á t a l a k í t ó e n z i m e k a r e g u l á c i ó k u l c s p o n t j a i . 

E b b e n az ö s s z e f o g l a l ó b a n k i z á r ó l a g az e n z i m e k f o s z f o r i l á c i ó s - d e f o s z f o r i -

l á c i ó s á t a l a k u l á s a i t t e k i n t j ü k á t . N e m k í v á n u n k t e l j e s s é g r e t ö r e k e d n i , h i s z e n 

az u t ó b b i é v e k b e n t ö b b ö s s z e f o g l a l ó is j e l e n t m e g e r r ő l a t e r ü l e t r ő l ( R U B I N és 

R O S E N 1 9 7 5 , N I M M O és C O H E N 1 9 7 7 , C O H E N 1 9 7 8 ) . E l s ő s o r b a n a f o s z f o r i l á c i ó s 

és d e f o s z f o r i l á c i ó s f o l y a m a t o k s z a b á l y o z á s i m e c h a n i z m u s á t i s m e r t e t j ü k . 

A D O T E O r v o s i V e g y t a n i I n t é z e t b e n f o l y ó k u t a t á s o k e r r e a t e r ü l e t r e össz -

p o n t o s u l t a k , í g y az ö s s z e f o g l a l ó s a j á t e r e d m é n y e i n k e t és a s z a k i r o d a l o m e z z e l 

k a p c s o l a t o s l e g ú j a b b a d a t a i t t e k i n t i á t . 

P r o t e i n k i n á z o k és s z a b á l y o z á s u k 

A s e j t e k b e n l e v ő p r o t e i n k i n á z o k k ü l ö n b ö z ő r e g u l á t o r m o l e k u l á k j e l e i t 

a l a k í t j á k á t b i o l ó g i a i h a t á s s á , f o s z f á t o t é p í t v e b e a f e h é r j é k b e . A c i k l i k u s A M P 

( c A M P ) v o l t az e l s ő k é n t f e l i s m e r t r e g u l á t o r m o l e k u l a , a m e l y s p e c i f i k u s a n a k t i -

v á l t b i z o n y o s k i n á z o k a t . M a i i s m e r e t e i n k s z e r i n t a c A M P , c G M P , C a " - i o n és 

a k e t t ő s s z á l ú R N S s z a b á l y o z h a t j a a p r o t e i n k i n á z o k k a t a l i t i k u s a k t i v i t á s á t . 

A k e t t ő s s z á l ú R N S a k t i v á l ó h a t á s á t a p r o t e i n k i n á z r a a t r a n s z l á c i ó s z a b á l y o z á -

s á b a n i s m e r t é k f e l ( O C H O A és D E H A R O 1 9 7 9 ) . E z e n k í v ü l s z á m o s o l y a n k i n á z t 

í r t a k le , a m e l y e k n e k a k t i v i t á s a n e m f ü g g — m a i i s m e r e t e i n k s z e r i n t — r e g u l á -

t o r m o l e k u l á k t ó l . 

Ciklikus nukleotid dependens protein kinázok. A cAMP-dependens protein 
k i n á z o k az a l á b b i m ó d o n a k t i v á l ó d n a k : 

R 2 C 2 + 4 c A M P ^ R , ( c A M P ) 4 + 2 С 
inaktív aktív 

A k ü l ö n b ö z ő s z ö v e t e k b ő l e l ő á l l í t o t t c A M P - d e p e n d e n s k i n á z o k k ö z ö s j e l l e m z ő j e , 

h o g y k é t k a t a l i t i k u s (C) és k é t r e g u l á t o r ( R ) a l e g y s é g b ő l á l l n a k . A z a k t i v á l á s 

m e c h a n i z m u s a v a l ó s z í n ű l e g a z , l i o g y l é t r e j ö n a l i o l o e n z i m és c A M P k o m p l e x e , 

a m e l y r ő l a z t á n l e d i s s z o c i á l a s z a b a d k a t a l i t i k u s a l e g y s é g ( C H A U és m t s a i 1 9 7 8 ) . 

L e h e t s é g e s , h o g y m á r a C , R és c A M P t e r n e r k o m p l e x e i s e n z i m a t i k u s a n a k t í v . 

K é t f é l e t í p u s á t í r t á k le a c A M P - d e p e n d e n s p r o t e i n k i n á z o k n a k , a m e l y e k n e k 

s z u b s z t r á t s p e c i f i t á s a u g y a n a z , de i n t r a c e l l u l á r i s l o k a l i z á c i ó j a és c A M P i r á n t i 

a f f i n i t á s a e l t é r ő ( H O F F M A N N és m t s a i 1 9 7 5 , C O R B I N és m t s a i 1 9 7 8 ) . A z e g y i k 

t í p u s R a l e g y s é g e a u t o f o s z f o r i l á c i ó r é v é n f o s z f o r i l á l ó d h a t i s , e z z e l m e g n ő c A M P 

i r á n t i a f f i n i t á s a ( E H R L I C H M A N és m t s a i 1 9 7 4 ) . 

A c G M P d e p e n d e n s p r o t e i n k i n á z k é t a z o n o s a l e g y s é g b ő l ( E ) á l l ó i n a k t í v 

d i m e r , a m e l y c G M P h a t á s á r a á t a l a k u l a k t í v d i m e r r é : 

E 2 + 2 c G M P E a — c G M P , 

inaktív aktív 
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cAMP-dependens protein kinóz 

1. ábra. c A M P - ill. cGMP-dependens protein kinázok aktiválási mechanizmusa (GILL 1977 
a lapján) 

K i m u t a t t á k , h o g y e g y e t l e n a legység t a r t a l m a z z a a c G M P k ö t ő h e l y e t és az 

a k t í v c e n t r u m o t , t o v á b b á a u t o f o s z f o r i l á c i ó is s z e r e p e t j á t s z h a t az a k t i v á l á s 

s z a b á l y o z á s á b a n ( L I N C O L N és m t s a i 1 9 7 8 ) . A c A M P - és c G M P - d e p e n d e n s p r o t e -

i n k i n á z o k a k t i v á l á s i m e c h a n i z m u s á t f o g l a l j a össze az 1 . á b r a . 

Ca+~ dependens protein kinázok. E b b e a c s o p o r t b a t a r t o z i k a f o s z f o r i l á z 

k i n á z és a m i o z i n k ö n n y ű l á n c á n a k k i n á z a . K ö z ö s v o n á s u k , h o g y t a r t a l m a z n a k 

e g y s p e c i f i k u s C a + + - k ö t o f e h é r j é t : a calmodulint. N a p j a i n k b a n a c a l m o d u l i n 

( C a - d e p e n d e n s r e g u l á t o r , f o s z f o d i e s z t e r á z a k t i v á t o r ) a k u t a t á s e l ő t e r é b e k e r ü l t , 

j e l e n t ő s s z e r e p e t j á t s z i k a C a + + - i o n f i z i o l ó g i a i h a t á s á n a k k ö z v e t í t é s é b e n 

( G E I S O W 1 9 7 8 , W A I S M A N és m t s a i 1 9 7 8 ) . M i n d k é t e n z i m f e h é r j e c s a k C a + + 

j e l e n l é t é b e n a k t í v és m e g h a t á r o z o t t s z u b s z t r á t j a i k v a n n a k ( f o s z f o r i l á z - 6 , i l l . 

a m i o z i n 2 0 0 0 0 d a l t o n t ö m e g ű k ö n n y ű l á n c a ) . U j a b b a d a t o k s z e r i n t m á s 

f o s z f o p r o t e i n e k f o s z f o r i l á c i ó j á t is k a t a l i z á l h a t j á k ( K R E B S és BEAVO 1 9 7 9 ) , b á r 

ezek n e m f e l t é t l e n ü l j e l e n t e n e k f i z i o l ó g i á s s z u b s z t r á t o t . 

A f o s z f o r i l á z k i n á z a k t i v i t á s a f o s z f o r i l á c i ó - d e f o s z f o r i l á c i ó ú t j á n s z a b á l y o -

z ó d i k (2 . á b r a ) . COHEN ( 1 9 7 3 , 1 9 7 8 ) , H A Y A K A W A és m t s a i ( 1 9 7 3 ) k i m u t a t t á k , 

h o g y a f o s z f o r i l á z k i n á z n é g y k ü l ö n b ö z ő a legysége k ö z ü l az ж és ß a l e g y s é g 

f o s z f o r i l á l ó d i k . A f o s z f o r i l á c i ó e lőször a ß a legységen k ö v e t k e z i k be a c A M P -

d e p e n d e n s p r o t e i n k i n á z h a t á s á r a . A ß a l e g y s é g é n f o s z f o r i l á l t k i n á z m á r „ a k t i -

v á l t " k i n á z , e n z i m a k t i v i t á s a m a x i m á l i s . A ß a legységbe é p ü l t f o s z f á t l e h a s í t á s a 

f o s z f o r p r o t e i n f o s z f a t á z h a t á s á r a csak a k k o r k ö v e t k e z h e t b e , h a a ß a l e g y s é g e t 

k ö v e t ő e n az x is f o s z f o r i l á l ó d i k . A f o s z f o r i l á c i ó n a k ez a m á s o d i k h e l y e az e n z i m 

a k t i v i t á s á t m á r n e m b e f o l y á s o l j a , de l e h e t ő v é t esz i a f o s z f a t á z o k m ű k ö d é s é t . 

E z e k h a t á s a k é n t e l őbb a ß, m a j d az x a l e g y s é g b ő l h a s a d le a f o s z f á t c s o p o r t 

(COHEN és m t s a i 1 9 7 4 , Y E A M A N és C O H E N 1 9 7 5 , C O H E N 1 9 7 8 ) . A f o s z f o r i l á z 

15 MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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2. ábra. A foszforiláz kináz szabályozása cAMP-dependens protein k inázza l , a- és /3-foszfo-
protein foszfatázzal (COHEN 1978 alapján) 

[Calmodulin], jug/ml 

3. ábra. Calmodulin hatása a foszforiláz kináz aktivitására. Calmodulin a k t i v i t á s növelő hatása 
1 /(M (O), 5 /<M ( • ) és 20 fiM (Л) C a + + je lenlétében (GERGELY és m t s a i 1980) 

kináz у alegysége a katalitikus alegységgel ( S K U S T E R és G R A V E S 1 9 7 7 ) , <5 alegy-
sége a calmodulinnal azonos ( C O H E N és mtsai 1 9 7 8 ) . 

A foszforiláz kináz ugyan tartalmaz calmodulint, aktivitása mégis fokoz-
ható calmodulin hozzáadására (3. ábra). Az aktivitás növekedése kis Ca^"r 

koncentrációkban a legnagyobb. Kinetikai és kötődési vizsgálatokból kiderült, 
hogy a calmodulin növeli a foszforiláz kináz affinitását a Ca + + - ionhoz , továbbá 
a fehérje nem tartalmaz ekvimoláris mennyiségű calmodulint (GERGELY és 
mtsai 1 9 8 0 ) . E z t erősíti meg e g y másik laboratóriumi kísérlete is (COHEN és 
mtsai 1 9 7 9 ) . í g y a foszforiláz kinázban a calmodulin nem tekinthető feltétlenül 

MTA Bid. Oszl. Közi. 23 (1980) 
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a l e g y s é g n e k , h a n e m a k i n á z z a l a s s z o c i á l ó d ó és a t i s z t í t á s s o r á n t ö b b é - k e v é s b é 

e g y ü t t m a r a d ó , s z a b á l y o z ó m o l e k u l á n a k . 

A m i o z i n k ö n n y ű l á n c á t f o s z f o r i l á l ó k i n á z b a n a c a l m o d u l i n t , m i n t C a + + -

i o n t m e g k ö t ő a l e g y s é g e t a z o n o s í t o t t á k ( B A R Y L K O és m t s a i 1 9 7 8 ) . E n n é l az 

e n z i m n é l is f e l v e t e t t é k a f o s z f o r i l á c i ó s z a b á l y o z ó l e h e t ő s é g é t ( A D E L S T E I N és 

m t s a i 1 9 7 8 ) . Ü g y t ű n i k , h o g y m i n d k é t ebbe a c s o p o r t b a t a r t o z ó p r o t e i n k i n á z 

a k t i v i t á s á t r e v e r z i b i l i s k o v a l e n s m ó d o s í t á s és C a + + - i o n s z a b á l y o z h a t j a . 

F o s z f o p r o t e i n f o s z f a t á z o k és s z a b á l y o z á s u k 

A f o s z f a t á z o k szerepe a f e h é r j é k b e é p ü l t f o s z f á t c s o p o r t k i h a s í t á s a , ezze l 

a k o v a l e n s m ó d o s í t á s r e v e r z i b i l i s s é t é t e l e . A z u t ó b b i é v e k b e n az é r d e k l ő d é s 

j e l e n t ő s e n m e g n ő t t a f o s z f a t á z o k i r á n t . E z e k a k u t a t á s o k k é t t e r ü l e t e n h o z t a k 

l é n y e g e s e n ú j a t : ( 1 ) f o s z f a t á z o k s z e r k e z e t e és s p e c i f i t á s a , (2) a d e f o s z f o r i l á c i ó s 

r e a k c i ó k s z a b á l y o z á s a . 

( 1 ) T ö b b f é l e m ó d s z e r r e l s i k e r ü l t e l ő á l l í t a n i e g y 3 3 — 3 5 0 0 0 d a l t o n t ö m e g ű 

f o s z f a t á z t , a m e l y a l e g k ü l ö n b ö z ő b b f o s z f o p r o t e i n e k d e f o s z f o r i l á c i ó j á t k a t a l i z á l -

j a ( B R A N D T és m t s a i 1 9 7 5 , G R A T E C O S és m t s a i 1 9 7 7 ) . E z z e l e g y i d e j ű l e g m á s 

k u t a t ó c s o p o r t o k a l e g k ü l ö n b ö z ő b b m o l e k u l a s ú l y ú f o s z f a t á z o k r ó l a d t a k h í r t . 

A p r e p a r á t u m o k a t k ü l ö n f é l e s z ö v e t e k b ő l á l l í t o t t á k e l ő , csak r é s z b e n t i s z t í t o t t 

f o s z f a t á z o k h o z j u t v a . Ú g y t ű n i k , h o g y a 3 3 — 3 5 0 0 0 d a l t o n t ö m e g ű rész a k a t a -

l i t i k u s a l e g y s é g g e l l e h e t azonos , a m e l y in vivo n e m s z a b a d o n , h a n e m k ö t ö t t 

á l l a p o t b a n f o r d u l e l ő , m á s f e h é r j é k k e l n a g y o b b m o l e k u l a s ú l y ú a s s z o c i á t u m o k a t 

a l k o t v a . M E L L G R E N és m t s a i ( 1 9 7 9 ) b e s z á m o l n a k e g y 2 6 0 0 0 0 d a l t o n t ö m e g ű 

„ n a t í v " f o s z f a t á z r ó l , a m e l y t a r t a l m a z z a a m á r k o r á b b a n l e í r t k a t a l i t i k u s a l -

e g y s é g e t i s . E n d o g é n C a " " - d e p e n d e n s p r o t e á z o k k i s e b b m o l e k u l a s ú l y ú f o r -

m á k k á a l a k í t h a t j á k á t . E z u t ó b b i m a g y a r á z a t o t a d h a t az i r o d a l o m b a n k ö z ö l t 

v á l t o z a t o s m o l e k u l a s ú l y ú f o r m á k r a i s . 

(2 ) A d e f o s z f o r i l á c i ó s r e a k c i ó k az e n z i m ( f o s z f a t á z ) és a s z u b s z t r á t 

( f o s z f o p r o t e i n ) s z i n t j é n s z a b á l y o z h a t ó k . A k é s ő b b i e k b e n r é s z l e t e s e n f o g l a l k o -

z u n k a k ü l ö n b ö z ő s z a b á l y o z á s i l e h e t ő s é g e k k e l , i t t c s a k a f o s z f a t á z r a h a t ó sza-

b á l y o z á s t i s m e r t e t j ü k . 

A f o s z f o p r o t e i n f o s z f a t á z o k k ö z ü l l e g r é s z l e t e s e b b e n a f o s z f o r i l á z - a - t de-

f o s z f o r i l á l ó ú n . foszforiláz foszfatázt t a n u l m á n y o z t á k . E n n e k k a t a l i t i k u s a legy -

sége ( M r = 35 0 0 0 ) e rősen k ö t ö t t k é t é r t é k ű f é m i o n t ( f e l t e h e t ő e n M n + + - t ) 

t a r t a l m a z . E l t á v o l í t á s a k e l á t k é p z ő k k e l ( E D T A , A T P , A D P , P P J ) a fosz-

f a t á z a k t i v i t á s g á t l ó d á s á h o z v e z e t ( H S I A O és m t s a i 1 9 7 8 ) . H a s o n l ó m e c h a n i z -

m u s s a l m a g y a r á z h a t ó a f l u o r i d i o n g á t l ó h a t á s a i s . A gá t lás f é m i o n o k hozzá-

a d á s á v a l ( M n + + , Z n + + , M g + + ) m e g s z ü n t e t h e t ő ( K H A T R A és S O D E R L I N G 1 9 7 8 ) . 

A f o s z f a t á z r a h a t v a f e j t i k i r e g u l á l ó h a t á s á t a z inhibitor-l i s . E z t a 20 0 0 0 

d a l t o n t ö m e g ű , h ő s t a b i l f e h é r j é t a c A M P - f ü g g ő p r o t e i n k i n á z r e v e r z i b i l i s e n 

15* MTA Kol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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f o s z f o r i l á l h a t j a egy t r e o n i n — O H c s o p o r t o n . Csak f o s z f o r i l á l t á l l a p o t b a n g á t o l j a 

a f o s z í ' a t á z t . V á z i z o m b a n az i n h i b i t o r - 1 k o n c e n t r á c i ó j a e legendő a h h o z , h o g y 

a f o s z f a t á z s z a b á l y o z á s á b a n ( idő leges g á t l á s á b a n ) s z e r e p e t j á t s z h a s s o n (N IMMO 

és C O H E N 1 9 7 8 ) . A z i n l i i b i t o r - 1 f o s z f o r i l á c i ó j á t és e z z e l g á t l ó k é p e s s é g é n e k f o k o -

z ó d á s á t in vivo is k i m u t a t t á k ( T Ó T H és m t s a i 1977 ) . E z e k e t az a d a t o k a t váz -

i z o m f o s z f o r i l á z - f o s z f a t á z r a k ö z ö l t é k , d e hason ló r e g u l á c i ó v a l l e h e t s z á m o l n i 

m á s s z ö v e t e k b e n is. 

M e g o l d á s r a v á r ó k é r d é s m a r a d t a f o s z f o p r o t e i n f o s z f a t á z o k s z u b s z t r á t -

s p e c i f i t á s a . M í g a 35 0 0 0 d a l t o n t ö m e g ű k a t a l i t i k u s a l e g y s é g s o k f é l e foszfo-

p r o t e i n d e f o s z f o r i l á c i ó j á t k a t a l i z á l j a , a d d i g a „ n a t í v " f o s z f a t á z o k m á r spec i f i -

k u s a b b a k . Lehe t séges , h o g y az a s s z o c i á l ó d ó f e h é r j é k b i z t o s í t j á k a s z u b s z t r á t -

s p e c i f i t á s t , f i z i o l ó g i a i l a g h a t é k o n y a b b á v á l t o z t a t v a a k a t a l i t i k u s a l e g y s é g e t az 

egyes s z u b s z t r á t o k i r á n t . 

A glikogénanyagcsere szabályozása enzimfehérjék foszforilálásával 
és defoszforilálásával 

A g l i k o g é n a n y a g c s e r e s z a b á l y o z á s a k i n á z o k és f o s z f a t á z o k ú t j á n v a l ó s u l 

m e g . A g l i k o g é n m e t a b o l i z m u s á t k a t a l i z á l ó e n z i m r e n d s z e r t m u t a t j a be a 

4 . á b r a . L á t h a t ó , h o g y a l e b o n t á s t k a t a l i z á l ó foszforiláz k é t f o r m á b a n f o r d u l e lő : 

f o s z f o r i l á l t a k t í v (a) és d e f o s z f o r i l á l t i n a k t í v (6). A s z i n t é z i s t e l ő s e g í t ő glikogén 

szintetáz f o s z f o f o r m á j a az i n a k t í v és de fosz fo a l a k j a a k a t a l i t i k u s a n a k t í v . 

CAMP 

p r o t e i n k ináz 

foszfatáz foszfatáz 

foszfori láz-b foszforiláz - a ( p 

foszfatáz 

G L I K O G É N L E B O N T Á S 

G L I K O G E N 

S Z I N T É Z I S 

4. ábra. A glikogén anyagcsere enzimrendszere 

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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í g y a g l i k o g é n a n y a g c s e r e a c A M P - d e p e n d e n s p r o t e i n k i n á z á l t a l b i z t o s í t o t t 

f o s z f o r i l á c i ó s s z a b á l y o z á s a l a t t á l l . A z A T P - b ő l h o r m o n á l i s h a t á s r a ( a d r e n a l i n , 

g l u k a g o n ) k é p z ő d ő c A M P , a k t i v á l v a a p r o t e i n k i n á z t , f o s z f o r i l á c i ó s r e a k c i ó s o r o -

z a t o t i n d í t be . A c A M P - d e p e n d e n s p r o t e i n k i n á z f o n t o s s z e r e p e t j á t s z i k a g l i k o -

g é n s z i n t é z i s és l e b o n t á s k o o r d i n á l á s á b a n , m i v e l a g l i k o g é n s z i n t e t á z f o s z f o r i l á -

c i ó j á v a l a s z i n t é z i s m e g á l l í t á s á t , a f o s z f o r i l á z k i n á z f o s z f o r i l á c i ó j á v a l a f o s z f o r i -

láz-í» —*• a á t a l a k u l á s t és e z z e l a l e b o n t á s t s e g í t i elő. E z e n f o l y a m a t o k s o r á n 

f e l e r ő s ö d i k a c A M P k o n c e n t r á c i ó e m e l é s é v e l k a p o t t j e l ( k a s z k á d hatás). 

A g l i k o g é n a n y a g c s e r e e n z i m e i , a m e l y e k a sej t s z o l u b i l i s f r a k c i ó j á h o z 

t a r t o z n a k , in vivo v a l ó s z í n ű l e g szoros e g y s é g b e n f o r d u l n a k e l ő ( D O M B R Á D I és 

i n t s a i 1 9 8 0 ) . A f e h é r j e m o l e k u l á k k ö z ö t t i a s s z o c i á c i ó t i g a z o l t á k a f r o n t á l a n a l í z i -

ses gé l szű résse l v é g z e t t k í s é r l e t e k e r e d m é n y e i . K i m u t a t t u k , h o g y a foszforiláz és 

átalakító enzimei ( foszfori láz k i n á z és fosz fa táz) komplexet alkotnak az i n t r a -
c e l l u l á r i s a n e l ő f o r d u l ó f e h é r j e k o n c e n t r á c i ó k b a n . A k o m p l e x k é p z ő d é s é t b e f o -

l y á s o l j a a C a + + - i o n ( G E R G E L Y és m t s a i 1 9 7 5 ) és k i m u t a t h a t ó k n y ú l v á z i z o m 

t ö m é n y k i v o n a t á b a n is ( G E R G E L Y és m t s a i 1 9 7 4 ) . 

A g l i k o g é n l e b o n t á s (és - s z i n t é z i s ) sebességé t n e m c s a k a f o s z f o r i l á c i ó s r e a k -

c i ó k h a t á r o z z á k m e g , h a n e m a d e f o s z f o r i l á c i ó s f o l y a m a t o k i s . í g y a s z a b á l y o -

z á s b a n s z e r e p e t j á t s z a n a k a f o s z f o p r o t e i n f o s z f a t á z o k is . A g l i k o g é n m o b i l i z á -

l ása s z e m p o n t j á b ó l k ü l ö n ö s e n j e l e n t ő s a f o s z f o r i l á z - a d e f o s z f o r i l á c i ó j a ( i n a k t i -

v á l á s a ) , m i v e l ez b i z t o s í t h a t j a a s z ö v e t e k b e n k é p z ő d ö t t f o s z f o r i l á z - a „ é l e t t a r t a -

m á t " és ezze l a g l i k o g é n l e b o n t á s m é r t é k é t . 

A f o s z f o r i l á z - a d e f o s z f o r i l á l á s á n a k s z a b á l y o z á s a 

A foszforiláz-a dimer tetramer egyensúlyának szerepe 

A f o s z f o r i l á z f o s z f a t á z ( t o v á b b i a k b a n f o s z f a t á z ) s z u b s z t r á t j a a f o s z f o r i -

l á z - a a z o n o s a l e g y s é g e k b ő l á l l ó , k a t a l i t i k u s a n a k t í v d i m e r , i l l . kevésbé a k t í v 

t e t r a m e r k é n t f o r d u l h a t e lő . A d i m e r és t e t r a m e r a lak e g y e n s ú l y a a h ő m é r s é k -

l e t t ő l , a f e h é r j e k o n c e n t r á c i ó t ó l és a p H - t ó l f ü g g ( G R A V E S és W A N G 1 9 7 2 ) . 

A f o s z f o r i l á z - a d e f o s z f o r i l á c i ó j a a l a c s o n y h ő m é r s é k l e t e n ( 1 5 — 2 3 °C) n e m j á t -

s z ó d i k l e , m i v e l a tetramer foszforiláz-a-ra a foszfatáz n e m l i a t , csak a d i m e r o - t 

k é p e s d e f o s z f o r i l á l n i ( В о т és D Ó S A 1 9 7 1 , В о т és GERGELY 1 9 7 2 ) . E g y e s l i g a n -

d o k ( k o f f e i n , g l u k ó z ) j e l e n l é t é b e n a z o n b a n a l a c s o n y h ő m é r s é k l e t e n ( 1 5 — 2 3 ° C ) 

is d e f o s z f o r i l á l ó d i k a f o s z f o r i l á z - a . S z e d i m e n t á c i ó s v i z s g á l a t o k k a l i g a z o l t á k , 

h o g y p l . a k o f f e i n a t e t r a m e r f o s z f o r i l á z - a - t d i m e r e k r e d i s s z o c i á l j a és e z z e l 

l e h e t ő v é t e s z i a d e f o s z f o r i l á l á s t ( В о т és m t s a i 1 9 7 7 ) . H a s o n l ó m e c h a n i z m u s s a l 

m a g y a r á z h a t ó a g l u k ó z és g l i k o g é n a l a c s o n y h ő m é r s é k l e t e n t a p a s z t a l t d e f o s z -

f o r i l á c i ó t g y o r s í t ó h a t á s a . M a g a s a b b h ő m é r s é k l e t e n ezek a l i g a n d o k n e m f o k o z -

z á k a d e f o s z f o r i l á c i ó sebességé t , m i v e l az e g y e n s ú l y n a g y m é r t é k b e n a d i m e r 
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f o s z f o r i l á z - a i r á n y á b a t o l ó d i k e l . E z e k a l a p j á n a f o s z f a t á z f u n k c i ó j a a k ö v e t -

k e z ő k é p p e n é r t e l m e z h e t ő : 

glukóz, ko f f e in foszfatáz 
T e t r a m e r ~ 2 D i m e r 2 D i m e r + 4 P ; 

f o s z f o r i l á z - a f o s z f o r i l á z - a f o s z f o r i l á z - 6 

A f o s z f o r i l á z - a a s s z o c i á c i ó s - d i s s z o c i á c i ó s e g y e n s ú l y a a p o i k i l o t h e r m á l l a -

t o k b a n s z a b á l y o z ó sze repe t j á t s z h a t . В о т és GERGELY ( 1 9 7 2 ) e r e d m é n y e i sze-

r i n t a f o s z f o r i l á z - a a l a c s o n y t e s t h ő m é r s é k l e t e n in vivo i s k e r ü l h e t t e t r a m e r 

á l l a p o t b a . 

Ligandok hatása 

A f o s z f o r i l á z - a d e f o s z f o r i l á l á s á t k ü l ö n b ö z ő l i g a n d o k g á t o l h a t j á k . A z o k a t 

t e k i n t j ü k á t , a m e l y e k a s z u b s z t r á t r a ( f o s z f o r i l á z - a - r a ) h a t v a f e j t i k k i h a t á s u k a t 

és r e g u l á l ó s z e r e p ü k in vivo i s lehetséges. A l i g a n d h a t ó h e l y é n e k k u t a t á s á b a n 

n a g y s e g í t s é g e t j e l e n t a f o s z f o r i l á z - a - b ó l e l ő á l l í t h a t ó f o s z f o - t e t r a d e k a p e p t i d . 

E z a f o s z f o r i l á z N - t e r m i n á l i s d a r a b j a ( 1 4 a m i n o s a v ) , a m e l y t a r t a l m a z z a a 

f o s z f o r i l á l h a t ó s z e r i n - O H - b a é p ü l t f o s z f á t o t . A f o s z f a t á z d e f o s z f o r i l á l j a a t e t r a -

d e k a p e p t i d e t i s , b á r k ö z e l s z á z s z o r l a s s ú b b sebességgel ( a K m v i s z o n t h a s o n l ó ) . 

M i v e l a p e p t i d k o n f o r m á c i ó j a l i g a n d h a t á s á r a m á r n e m v á l t o z i k ( M A R T E N S E N 

és m t s a i 1 9 7 3 ) , í g y a l k a l m a z á s á v a l k i m u t a t h a t ó , h o g y a l i g a n d a f o s z f o r i l á z - a - r a 

v a g y a f o s z f a t á z r a h a t . 

A z 5 . á b r a A M P és g l u k ó z - 6 - f o s z f á t h a t á s á t m u t a t j a a f o s z f o r i l á z - a és а 
3 2 P - t e t r a d e k a p e p t i d d e f o s z f o r i l á l á s á r a . L á t h a t ó , h o g y 5 . 1 C G 6 M A M P j e l e n t ő s e n 

g á t o l j a a f o s z f o r i l á z - a d e f o s z f o r i l á c i ó j á t . A 3 2 P k i h a s í t á s á n a k sebességét a t e t r a -

F o s z f o r i l c í z - a 

•IÍ O. 
0; RSI 
О cn 

P - t e t r a d e k a p e p t i d 

5. ábra. AMP és glukóz-6-foszfát h a t á s a a foszfatáz reakcióra. Foszforiláz-a ill. 3 2P-tetradekapep-
t id defoszforilációja effektorok né lkül (о) , 5 10" 6 M AMP (А), 2 - 1 ( ) - 3 М glukóz-6-foszfát (X) 

é s 5 • 10~e M A M P + 2 10"3 M glukóz-6-foszfát ( •> jelenlétében 
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d e k a p e p t i d b ő l m é g 10~ 4 M A M P sem b e f o l y á s o l j a . A z A M P g á t l ó h a t á s á t t e h á t 

a f o s z f o r i l á z h o z k a p c s o l ó d v a f e j t i k i . A z I M P is h a s o n l ó m e c h a n i z m u s s a l , a 

s z u b s z t r á t o n h a t v a , g á t o l j a a d e f o s z f o r i l á c i ó t . 

1 9 7 7 - t ő l k e z d ő d ő e n m i n d t ö b b e t t u d u n k a f o s z f o r i l á z s z e r k e z e t é r ő l . E z e k 

e r e d m é n y e k é p p e n j o b b a n i s m e r j ü k a f e h é r j e k ö t ő h e l y e i t , s z e r k e z e t ü k e t és 

t o p o g r á f i á j u k a t . A l i g a n d o k h a t á s m e c h a n i z m u s á n a k t i s z t á z á s a m e g i n d u l h a t o t t 

m o l e k u l á r i s s z i n t e n is. A z A M P gát lás m e c h a n i z m u s á t a k ö v e t k e z ő k b e n f o g -

l a l h a t j u k össze . A f o s z f o r i l á z - a - b a n a f o s z f á t o t t a r t a l m a z ó s z e r i n m a r a d é k és az 

e k ö r ü l i s z e k v e n c i a r é s z — az N - t e r m i n á l i s t ó l k b . 20 a m i n o s a v — b e f o r d u l a 

m o l e k u l á b a , s a f o s z f á t s ó k ö t é s t lé tes í t k é t a r g i n i n o l d a l l á n c c a l ( F L E T T E R I C K és 

m t s a i 1 9 7 9 ) . E b b e n a h e l y z e t b e n a f o s z f á t k i h a s í t á s a f o s z f a t á z z a l m e g f e l e l ő 

sebességge l f o l y i k . H a ez a r é s z n incs i l y e n k i f e s z í t e t t h e l y z e t b e n , a k k o r a d e -

f o s z f o r i l á c i ó sebessége n a g y o n le lassu l . E z t ö r t é n i k a f o s z f o - t e t r a d e k a p e p t i d b e n 

i s . A m i k o r a f o s z f o r i l á z - a - h o z A M P k a p c s o l ó d i k , ú j a b b k o n f o r m á c i ó - v á l t o z á s 

j á t s z ó d i k l e : a s z e r i n f o s z f á t „ e l t e m e t ő d i k " a m o l e k u l á b a n és h o z z á f é r h e t e t l e n n é 

v á l i k a f o s z f a t á z s z á m á r a . 

A g l u k ó z - 6 - f o s z f á t n e m b e f o l y á s o l j a a f o s z f o r i l á z - a d e f o s z f o r i l á c i ó j á t ( l d . 

5 . á b r a ) , d e j e l e n t ő s e n m é r s é k l i a n u k l e o t i d - m o n o f o s z f á t o k k a l o k o z o t t g á t l á s t 

( B O T és D Ó S A 1 9 7 1 , V A R S Á N Y I és ВОТ 1 9 7 2 , M A R T E N S E N és m t s a i 1 9 7 3 ) . A m e c h a -

n i z m u s é r t h e t ő v é v á l i k a z z a l , h o g y az A M P , I M P és g l u k ó z - 6 - f o s z f á t a f o s z f o r i -

l á z - a azonos k ö t ő h e l y é h e z k a p c s o l ó d i k ( J O H N S O N és m t s a i 1 9 7 8 ) , t e h á t e z e n 

l i g a n d o k k ö z ö t t i k o m p e t i c i ó r ó l v a n szó . B á r a g l u k ó z - 6 - f o s z f á t k b . 5 0 - s z e r 

g y e n g é b b e n k ö t ő d i k a f o s z f o r i l á z h o z , m i n t a z A M P , n a g y k o n c e n t r á c i ó f e l e s l e g -

b e n még i s l e s z o r í t h a t j a az A M P - t . A g l u k ó z - 6 - f o s z f á t o n k í v ü l a g l u k ó z , k o f f e i n 

és i n o z i n is m é r s é k l i a n u k l e o t i d o k o k o z t a g á t l á s t (V A R S Á N Y I és В о т 1 9 7 2 , В о т 

és m t s a i 1 9 7 8 ) . A m e c h a n i z m u s m é g n e m m i n d e n ese tben t i s z t á z o t t . A k o f f e i n 

e s e t é b e n k e t t ő s h a t á s r ó l v a n szó ( В о т és m t s a i 1 9 7 7 ) . A k o f f e i n m i n t l á t t u k 

— d i m e r r é a l a k í t j a á t a f o s z f o r i l á z - a - t és e z z e l m e g f e l e l ő b b s z u b s z t r á t j á v á v á l i k 

a f o s z f a t á z n a k . A z A M P g á t l á s m e g s z ü n t e t é s é b e n n e m e r r ő l v a n szó, m i v e l az 

A M P a l i g b e f o l y á s o l j a a f o s z f o r i l á z - a d i m e r t e t r a m c r e g y e n s ú l y á t . A k o f f e i n 

h a t á s a a g l u k ó z - 6 - f o s z f á t t a l s e m h o z h a t ó a n a l ó g i á b a , m e r t a k o f f e i n n e m az 

A M P k ö t ő h e l y h e z k a p c s o l ó d i k ( D O M B R Á D I és m t s a i 1 9 7 9 ) , h a n e m e g y a t t ó l 

4 0 Á - re l e v ő j ó l d e f i n i á l t f e l s z í n h e z . F e l t e h e t ő e n a k o f f e i n az A M P l e s z o r í t á s a 

n é l k ü l i n d u k á l o l y a n k o n f o r m á c i ó - v á l t o z á s t , a m e l y a d e f o s z f o r i l á c i ó s e b e s s é g é t 

n ö v e l i . 

Fehérjék szerepe 

A g l i k o g é n a n y a g c s e r e s z a b á l y o z á s á b a n szerepe t j á t s z ó f e h é r j é k f o s z f o r i -

l á c i ó j a és d e f o s z f o r i l á c i ó j a az i z o m k i v o n a t b a n is m e g f i g y e l h e t ő . K i m u t a t t u k , 

h o g y a f o s z f o r i l á c i ó s e n z i m - k a s z k á d a k i v o n a t b a n is m ű k ö d ő k é p e s : c A M P 

és M g - A T P - v e l a k t í v f o s z f o r i l á z k i n á z , f o s z f o r i l á z - a és i n a k t í v g l i k o g é n s z i n t e -

t á z k é p z ő d i k ( G E R G E L Y és m t s a i 1 9 7 8 ) . A 6 . á b r a r a d i o a k t í v A T P - v e l v é g z e t t 
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6. ábra. Fehérjék foszforilációja (A) és a foszfatáz akt iv i tás (B) között i kapcsolat. Fehérjékbe 
épült 32P, ill. foszfatáz aktivitás változása [)<-32P] A T P ( о o ) , ATP-y-S (x- - x ) , [y- 3 2 P] 
A T P -+- 2 /«M protein kináz inhibitor ( • • ) hatására. A kísérletekben az ATP koncentrá-
ciója 9-10 ~4 volt . Az inkubációs e legy tartalmazott m é g 10~6 M cAMP és 3 - 1 0 - 3 M Mg + + - t i s 

(GEHGELY és mtsa i 1978) 

k í s é r l e t c i n k e t t ü n t e t i fe l . A z á b r a A része a f ehé r j ébe é p ü l t 3 2 P- t , В r é s z e a 

k i v o n a t f o s z f a t á z a k t i v i t á s á t m u t a t j a . C i k l i k u s A M P , M g + + és [ y - 3 2 P ] A T P 

h a t á s á r a g y o r s f o s z f o r i l á c i ó s f o l y a m a t j á t s z ó d i k le. A f e h é r j é b e é p ü l ő 3 2 P 

m á s o d p e r c e k a l a t t m a x i m u m o t ér el, m a j d f o k o z a t o s a n c s ö k k e n . A f o s z f a t á z 

a k t i v i t á s a a 3 2 - P b e é p ü l é s é v e l p á r h u z a m o s a n c s ö k k e n , m a j d v issza té r e r e d e t i 

é r t éké re . A z i z o m k i v o n a t b a n l e v ő fosz fa táz átmenetileg g á t l ó d i k . 

H a a k í s é r l e t e t az A T P t i o f o s z f á t a n a l ó g j á v a l , az A T P - y - S - s e l i s m é t e l -

j ü k meg, a f e h é r j é k s z e r i n - O H c s o p o r t j á b a t i o f o s z f á t é p ü l b e . A t i o f o s z f o r i l á l t 

f e h é r j é k é r t é k e s t u l a j d o n s á g a , h o g y a t i o f o s z f á t c s o p o r t o t a fosz fa táz n e m k é -

pes k i h a s í t a n i , í g y a f e h é r j é k t a r t ó s a n f o s z f o r i l á l t f o r m á b a n m a r a d n a k ( G R A -
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TECOS és F I S C H E R 1 9 7 4 , G E R G E L Y és m t s a i 1 9 7 6 ) . A T P - y - S a l k a l m a z á s á v a l 

t e h á t a d e f o s z f o r i l á c i ó s f o l y a m a t o k k i k ü s z ö b ö l h e t ő k . A 6 . á b r á b ó l l á t h a t ó , 

h o g y a f e h é r j é k t i o f o s z f o r i l á c i ó j a u t á n a 3 2 P b e é p ü l v e m a r a d a f e h é r j é k b e n . 

A t i o f o s z f o r i l á e i ó v a l p á r h u z a m o s a n a f o s z f a t á z a k t i v i t á s a c s ö k k e n és tartósan 

g á t o l t á l l a p o t b a k e r ü l . F e l t é t e l e z h e t ő , h o g y a f o s z f a t á z g á t l ó d á s á t v a l a m i l y e n 

f e h é r j e ( v a g y f e h é r j é k ) o k o z z a . A f o s z f a t á z g á t l á s a átmeneti, h a a f e h é r j e fosz -

f o r i l á c i ó j a i d ő l e g e s és tartós, h a a f e h é r j e r ö g z í t ő d i k f o s z f o r i l á l t á l l a p o t á b a n . 

F e l t e v é s ü n k e t o l y a n k í s é r l e t t e l t á m a s z t o t t u k a lá , a m e l y b e n a p r o t e i n k i n á z 

f o s z f o r i l á l ó h a t á s á t e n n e k i n h i b i t o r á v a l f e l f ü g g e s z t e t t ü k . A c A M P - d e p e n d e n s 

p r o t e i n k i n á z r ó l i s m e r t , h o g y k a t a l i t i k u s a k t i v i t á s a s p e c i f i k u s a n g á t o l h a t ó egy 

i n h i b i t o r f e h é r j é v e l ( A S H B Y és W A L S H 1 9 7 4 ) . A 6 . á b r á n f e l t ü n t e t t ü k az 

i n h i b i t o r j e l e n l é t é b e n v é g z e t t k í s é r l e t e k e t i s . L á t h a t ó , h o g y a l k a l m a z á s á v a l 

n a g y m é r t é k b e n c s ö k k e n a f o s z f o r i l á c i ó és a f o s z f a t á z a k t i v i t á s a n e m g á t l ó d i k , 

eredeti szintjén marad. 
A f o s z f a t á z r e v e r z i b i l i s g á t l á s a t e h á t szo ros ö s s z e f ü g g é s t m u t a t e g y e s fe-

h é r j é k f o s z f o r i l á c i ó j á v a l , a m e l y e t a c A M P - d e p e n d e n s p r o t e i n k i n á z k a t a l i z á l . 

E z t i g a z o l n i t u d t u k i z o m b a n ( G E R G E L Y és m t s a i 1 9 7 8 ) és m á j b a n is ( D O M B -

RÁDI és m t s a i 1 9 7 8 ) . A g á t l á s t s z á m o s f e h é r j e f o s z f o r i l á l ó d á s a o k o z h a t j a , 

m é g a k k o r i s , h a f i g y e l e m b e v e s s z ü k , h o g y a f o s z f a t á z g á t l ó d á s a a c A M P - d e -

p e n d e n s p r o t e i n k i n á z h a t á s á v a l v a n k a p c s o l a t b a n . 

M e g v i z s g á l t u k a cAMP-dependens protein kináz g á t l ó h a t á s á t ( G E R G E L Y 

és B O T 1 9 7 7 , 1 9 7 8 ) . E r e d m é n y e i n k e t o s z l o p d i a g r a m f o r m á j á b a n m u t a t j u k be 

( 7 . á b r a ) . A b a l o l d a l i o s z l o p a f o s z f o r i l á z - a d e f o s z f o r i l á c i ó j á n a k sebességé t 

t ü n t e t i f e l e f f e k t o r o k n é l k ü l . A c A M P - d e p e n d e n s p r o t e i n k i n á z h o l o e n z i m , 

a d e f o s z f o r i l á c i ó sebességét n e m b e f o l y á s o l j a . 1 0 ~ E M c A M P j e l e n l é t é b e n a z o n -
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7. ábra. cAMP-dependens protein kináz hatása a foszforiláz-a defoszforilációjára. A defosz-
foriláció sebessége a kontroll (protein kináz nélküli ) százalékában v a n feltüntetve (GERGELY 

és BOT 1977 a lapján) 
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60 г 

Foszforiláz k inóz (pM) 

8. ábra. Inaktív ( x ) é s aktív (O) foszfori láz kináz h a t á s a a foszfatáz K M értékére (GERGELY 
és BOT 1978 a lapján) 

b a n m á r j e l e n t ő s e n g á t l ó d i k a d e f o s z f o r i l á c i ó . M i v e l a p r o t e i n k i n á z g á t l ó h a -

t á s s a l csak c A M P j e l e n l é t é b e n r e n d e l k e z i k , e z é r t a g á t l á s a d i s s z o c i á l t e n z i m -

n e k : a k a t a l i t i k u s (C) v a g y a r e g i d á t o r ( R ) a l e g y s é g n e k t u l a j d o n í t h a t ó . A 

p r o t e i n k i n á z k é t f é l e a l e g y s é g é t B l u e - D e x t r a n S e p h a r o s e a f f i n i t á s k r o m a t o g r á -

f i á v a l i z o l á l t u k ( G E R G E L Y és В о т 1 9 7 7 ) és m e g v i z s g á l t u k a t i s z t í t o t t , g é l e -

l e k t r o f o r e t i k u s a n h o m o g é n a l e g y s é g e k h a t á s á t . A 7 . á b r á b ó l l á t h a t ó , h o g y c s a k 

a z R a legység g á t o l j a a d e f o s z f o r i l á c i ó t . N ö v e l v e m e n n y i s é g é t a g á t l á s f o k o z ó -

d i k . E z z e l s z e m b e n а С a l e g y s é g m é g n a g y m e n n y i s é g b e n s e m m é r s é k l i a d e -

f o s z f o r i l á c i ó s e b e s s é g é t . 

E r e d m é n y e i n k b ő l a r r a k ö v e t k e z t e t h e t ü n k , h o g y a c A M P - d e p e n d e n s 

p r o t e i n k i n á z c A M P j e l e n l é t é b e n ész le l t g á t l ó h a t á s a a s z a b a d d á v á l ó R a l e g y -

s é g n e k t u l a n d o n í t h a t ó . A z R a l e g y s é g a f o s z f o r i l á z - n - b a n l é t r e h o z o t t k o n f o r m á -

c i ó - v á l t o z á s ú t j á n g á t o l ( G E R G E L Y és В о т 1 9 7 7 ) . 

A foszforiláz kináz is s z e r e p e t j á t s z h a t a f o s z f a t á z s z a b á l y o z á s á b a n . K o -

r á b b a n k i m u t a t t u k , h o g y az i n a k t í v f o s z f o r i l á z k i n á z g á t o l j a a f o s z f o r i l á z - a 

d e f o s z f o r i l á c i ó j á t és a g á t l á s k o m p e t i t í v ( В о т és m t s a i 1 9 7 5 a , 1 9 7 5 b ) . A 8 . 

á b r a b e m u t a t j a a f o s z f a t á z a f f i n i t á s á n a k v á l t o z á s á t a f o s z f o r i l á z - a i r á n t i n a k -

t í v f o s z f o r i l á z k i n á z j e l e n l é t é b e n . A z i n a k t í v k i n á z g á t l ó h a t á s a v i s z o n t n e m 

a d m a g y a r á z a t o t a f o s z f a t á z á t m e n e t i g á t l á s á r a , m e r t ez a f o s z f a t á z t á l l a n d ó 

g á t l á s a l a t t t a r t a n á . I s m e r e t e s , h o g y a „ f l a s h a c t i v a t i o n " s o r á n , a m i k o r a 

k ü l ö n b ö z ő e n z i m f e h é r j é k f o s z f o r i l á l ó d n a k , l e j á t s z ó d i k a f o s z f o r i l á z k i n á z a k -

t i v á l á s a is ( Y E A M A N és C O H E N 1975 , G E R G E L Y és m t s a i 1 9 7 6 ) . E z é r t v i z s -

g á l t u k az a k t í v ( f o s z f o r i l á l t ) k i n á z h a t á s á t i s a f o s z f a t á z r e a k c i ó r a . E z e k h e z a 

k í s é r l e t e k h e z t i o f o s z f o r i l á l á s s a l a k t i v á l t k i n á z t h a s z n á l t u n k , m i v e l ez t a f o s z f a -

t á z n e m d e f o s z f o r i l á l h a t t a , a k t í v á l l a p o t a m i n d v é g i g m e g m a r a d t . A t i o f o s z f o r i -

l á l t k i n á z i s k o m p e t i t í v m ó d o n g á t o l j a a f o s z f o r i l á z - a d e f o s z f o r i l á c i ó j á t . A 
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f o s z f a t á z K m v á l t o z á s a a 8 . á b r á n l á t h a t ó . A z a k t í v f o s z f o r i l á z k i n á z ö t s z ö r 

n a g y o b b m é r t é k b e n g á t o l j a a f o s z f a t á z t , m i n t az i n a k t í v . A D i x o n s z e r i n t i 

i n h i b i t o r á l l a n d ó k 0 , 5 5 j u M az i n a k t í v és 0 , 1 p M az a k t í v k i n á z r a ( G E R G E L Y 

és m t s a i 1 9 7 6 , G E R G E L Y és В о т 1 9 7 8 ) . 

E z e k a l a p j á n a f o s z f o r i l á z k i n á z g á t l ó h a t á s a r e v e r z i b i l i s n e k t e k i n t h e t ő . 

B á r a k i n á z i n a k t í v á l l a p o t á b a n is g á t o l j a a f o s z f a t á z t , ez a g á t l á s a z a k t í v 

f o s z f o r i l á z k i n á z k é p z ő d é s é v e l j e l e n t ő s e n f o k o z ó d i k . N e m c s a k a t i o f o s z f o r i l á -

l á s s a l a k t i v á l t k i n á z , h a n e m a f o s z f o r i l á c i ó v a l a k t i v á l t (in vivo k e l e t k e z ő f o r m a ) 

is g á t o l j a a f o s z f a t á z t . E z t t a n u l m á n y o z v a m e g á l l a p í t o t t u k , h o g y a z a k t í v 

f o s z f o r i l á z k i n á z k é s l e l t e t i a f o s z f o r i l á z - a d e f o s z f o r i l á c i ó j á t . A f o s z f a t á z e l ő s z ö r 

az a k t í v k i n á z t d e f o s z f o r i l á l j a és csak e z u t á n i n d u l m e g a f o s z f o r i l á z - a i n a k t i v á -

l á s a ( G E R G E L Y és m t s a i 1 9 7 6 ) . 

A f o s z f o r i l á z f o s z f a t á z s z a b á l y o z á s á b a n t ö b b f é l e f e h é r j e és l i g a n d j á t s z -

h a t s z e r e p e t . A z in vivo m e g v a l ó s u l ó r e g u l á c i ó s z e m p o n t j á b ó l a z o k l e h e t n e k 

j e l e n t ő s e k , a m e l y e k n e k i n t r a c e l l u l á r i s k o n c e n t r á c i ó j a e l e g e n d ő a f o s z f a t á z g á t l á -

s á h o z . 

A z 1 . t á b l á z a t b a n ö s s z e f o g l a l t u k a z o k a t az a n y a g o k a t , a m e l y e k a s z a b á -

l y o z á s b a n s z e r e p e t j á t s z h a t n a k . M i n d h á r o m f e h é r j e t í p u s ú g á t l ó s z e r r e v e r z i -

b i l i s e n g á t o l h a t j a a f o s z f a t á z t . A p r o t e i n k i n á z e s e t é b e n e z t a v á l t o z ó с A M P 

k o n c e n t r á c i ó b i z t o s í t j a , m e r t csak a c A M P h a t á s á r a d i s s z o c i á l t В a l e g y s é g g á t o l . 

A m á s i k k e t t ő n é l a c A M P - d e p e n d e n s p r o t e i n k i n á z á l t a l k a t a l i z á l t f o s z f o r i l á c i ó 

h o z z a l é t r e a g á t l ó s z e r h a t á s o s , f o s z f o r i l á l t a l a k j á t . í g y k ö z v e t e t t f o r m á b a n a 

c A M P - n e k i s r e g u l á l ó s z e r e p e v a n . M i n d h á r o m f e h é r j e r e v e r z i b i l i s e n g á t o l j a a 

f o s z f a t á z t . A p r o t e i n k i n á z g á t l ó h a t á s a f e l t e h e t ő e n a l e g k i s e b b , m e r t K j é r t é k e 

n a g y o b b , m i n t i n t r a c e l l u l á r i s k o n c e n t r á c i ó j a . A f o s z f o r i l á z k i n á z és a z i n h i b i -

Megbeszélés 

1. táblázat 

Foszfoprotein foszfatáz in vivo szabályozásában szerepet játszó anyagok 

Gátlószer 

cAMP-dependens 
protein kináz 

foszforiláz kináz 

inhibitor-1 

0 , 2 3 

2 , 5 

1 , 5 

5 - 1 5 0 

0 , 3 2 

0,08 

0,016 

8 A M P 

IMP 1 0 - 4 0 0 

5 0 0 - 2 0 0 0 

5 5 0 0 

6 5 

glukóz-6-foszfát 

glukóz 
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2 3 6 GERGELY PÁL ÉS BOT GYÖRGY 

t o r - 1 in vivo is h a t á s o s g á t l ó s z e r e k , m i v e l m e n n y i s é g ü k e l e g e n d ő aká r t e l j e s 

g á t l á s l é r t e h o z á s á h o z . 

K i s m o l e k u l á j ú l i g a n d o k i s s z a b á l y o z h a t j á k a f o s z f a t á z t ; a n u k l e o t i d o k 

i n t r a c e l l u l á r i s k o n c e n t r á c i ó j a e l e g e n d ő a g á t l á s h o z . A g l u k ó z - 6 - f o s z f á t és a 

g l u k ó z ped ig m e g f e l e l ő m e n n y i s é g b e n lehet a h h o z , h o g y a g á t l á s t m é r s é k e l j e . 

A f o s z f o p r o t e i n fosz fa táz s z a b á l y o z á s á n a k t e h á t k é t s z i n t j é t k ü l ö n b ö z t e t -

h e t j ü k meg. A szabályozás első szintje a f o s z f a t á z gyo rs , t e l j e s , de r e v e r z i b i l i s 

g á t l á s á t e r e d m é n y e z i . A g á t l á s t a c A M P - d e p e n d e n s p r o t e i n k i n á z és az á l t a l a 

f o s z f o r i l á l t f e h é r j é k okozzák . A szabályozás második szintje a l i g a n d o k á l t a l 

o k o z o t t hatás . H a a se j t ene rg i aszegény á l l a p o t b a j u t ( A M P , I M P h a l m o z ó d i k 

f e l ) , a k k o r ezek g á t o l h a t j á k a f o s z f o r i l á z - a d e f o s z f o r i l á c i ó j á t és ezze l e l ő s e g í t i k 

az e n e r g i a n y e r é s t szo lgá ló g l i k o g é n l e b o n t á s á t . F i n o m í t j a e z t a s z a b á l y o z á s t 

a g l u k ó z és a g l u k ó z - 6 - f o s z f á t , a m e l y e k a n u k l e o t i d o k o k o z t a g á t l á s t f e l f üggesz -

t i k . E z é r t a g l i k o g é n csak a k k o r m o b i l i z á l ó d i k , a m i k o r az e g y é b e n e r g i a s z o l g á l -

t a t ó kész le tek ( g l u k ó z , g l u k ó z - 6 - f o s z f á t ) m á r e l f o g y t a k . 
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ADATOK A GAZDASÁGI ÁLLATOK 
VISELKEDÉSÉNEK VIZSGÁLATI MÓDSZEREIHEZ 

С ZAKÓ JÓZSEF 

Agrártudományi Egyetem, Gödöllő 

1. Bevezetés 

A g a z d a s á g i h a s z o n á l l a t o k t e r m e l é s s e l össze függő t u l a j d o n s á g a i t m á r rég -

ó t a v i z s g á l j a az a n a t ó m i a , a f i z i o l ó g i a , a g e n e t i k a és az ö k o l ó g i a . E t u d o m á n y o k 

n e m t u d n a k m i n d e n b e n meg fe le lő v á l a s z t a d n i az e g y e d és a c s o p o r t v i s z o n y á r a , 

a k ö r n y e z e t á l t a l o k o z o t t t e r h e l é s e k n e k i l l . az e m b e r i b e a v a t k o z á s o k h a t á s á r a 

l é t r e j ö v ő v á l t o z á s o k r a . A z á l l a t v i s e l k e d é s e az a m u t a t ó , a m e l y az e g y e d t u l a j -

d o n s á g a i és a k ö r n y e z e t k ö l c s ö n h a t á s á r a v á l a s z t a d h a t . A z e t o l ó g i a i v i z s g á l a t o k 

a r r ó l t á j é k o z a t h a t n a k , h o g y az á l l a t o k h o g y a n v i s e l i k e l f i z i k a i l a g és p s z i c h i k a i -

l a g a r é s z ü k r e n y ú j t o t t f e l t é t e l e k e t ( t a r t á s i r e n d s z e r t ) . 

1.1. Az alkalmazott etológiai kísérletek tárgya 

A z a l k a l m a z o t t e t o l ó g i a a g a z d a s á g i á l l a t o k v i s e l k e d é s é n e k a n a l í z i s é v e l , 

az e g y e d v a g y p o p u l á c i ó és a k ö r n y e z e t k ö z ö t t i k ö l c s ö h a t á s o k n a k az é l e t m ó d r a 

g y a k o r o l t b e f o l y á s á v a l f o g l a l k o z i k . A z á l l a t o k csak a k k o r t u d j á k t e r m e l é s i 

a d o t t s á g a i k a t te l jes egészében é r v é n y r e j u t t a t n i , h a f a j t a s p e c i f i k u s é l e t i g é n y ü k 

a k ö r n y e z e t t e l t e l j es ö s s z h a n g b a n v a n . A sze rveze t és a k ö r n y e z e t k ö l c s ö n h a -

t á s a k ö z ö t t i összefüggés f e l t á r á s a , az á l l a t o k v e l e s z ü l e t e t t v i s e l k e d é s i t u l a j d o n -

s á g a i n a k a t e c h n o l ó g i á k b a n v a l ó f i g y e l e m b e v é t e l e , az a d a p t á c i ó s készség f e j -

lesz tése, az a l k a l m a z o t t e t o l ó g i a l e g f o n t o s a b b v i z s g á l a t i t e r ü l e t e . 

G y a k o r l a t i s z e m p o n t b ó l a v i s e l k e d é s e n é r t j ü k m i n d a z o k a t a v á l t o z á s a i t 

az á l l a t i s z e r v e z e t n e k , a m e l y e k : az a n y a g c s e r é h e z , a t á j é k o z ó d á s h o z , a k o m f o r t 

m o z g á s o k h o z , az ön - és f a j f e n n t a r t á s h o z , a t á r sas m e g n y i l v á n u l á s o k h o z , a t á -

m a d á s h o z , a védekezéshez k a p c s o l ó d n a k . 

A g a z d a s á g i á l l a t o k v i s e l k e d é s é v e l f o g l a l k o z ó v i z s g á l a t o k e l s ő s o r b a n a 

v i s e l k e d é s n e k a t e r m e l é s s e l v a l ó össze függése i re i r á n y u l n a k . A cé l n e i n a v i s e l -

kedés m e c h a n i z m u s á n a k f e l t á r á s a , h a n e m a t e r m e l é s t b e f o l y á s o l ó o l y a n j e l l e m -

z ő k m e g á l l a p í t á s a , a m e l y e k a r r a u t a l n a k , h o g y az e m b e r á l t a l n y ú j t o t t k ö r -

n y e z e t és az á l l a t i g é n y e k ö z ö t t m i l y e n az összhang . H a a k ö r n y e z e t t e l v a l ó 

h a r m ó n i a f o l y a m a t o s f e n n t a r t á s a n e m i g é n y e l i s m é t l ő d ő a l k a l m a z k o d á s t , 

a k k o r a t e r m e l é s h e z ( p l . t e j t e r m e l é s , t e s t t ö m e g g y a r a p o d á s ) szükséges k e d v e z ő 

á l l a p o t l é t r e j ö t t é n e k n i n c s a k a d á l y a . 
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A z l í j t e c h n o l ó g i a i r e n d s z e r e k k i a l a k í t á s a s o r á n f o n t o s , az a d o t t á l l a t -

c s o p o r t v e l e s z ü l e t e t t és t á r s u l t v i s e l k e d é s i j e l l e m z ő i n e k i s m e r e t e és f i g y e -

l e m b e v é t e l e . E r r e n e m c s a k a z é r t v a n szükség , m e r t az egyes v i s e l k e d é s i j e l l e m -

z ő k i smere te t e s z i l e h e t ő v é a t e c h n o l ó g i a i b e r e n d e z é s e k he l yes k i v á l a s z t á s á t és 

h a s z n á l a t á t , a m e g f e l e l ő ü z e m e l é s i r e n d k i a l a k í t á s á t , a t á r s a s e g y ü t t é l é s k e d -

v e z ő j e l ensége inek k i h a s z n á l á s á t , h a n e m a z é r t i s , m e r t az á l l a t o k a l k a l m a z k o d ó 

képességének , t e c h n o l ó g i a i t ű r é s é n e k meg i smerése r é v é n v á l i k c s a k l e h e t ő v é 

az á l l a t t a r t á s m ű s z a k i - b i o l ó g i a i egységének m e g t e r e m t é s e . 

1.2 A viselkedési formák megnyilvánulásai 

A z á l l a t o k csak a k k o r t u d j á k a g a z d a s á g i l a g hasznos t u l a j d o n s á g a i k a t 

é r v é n y r e j u t t a t n i , h a s p e c i f i k u s i g é n y e i k a k ö r n y e z e t t e l ö s s z h a n g b a n v a n n a k . 

A k ö r n y e z e t t e l s z e m b e n t á m a s z t o t t i g é n y e k e t a k ö v e t k e z ő é l e t m e g n y i l v á n u l á s i 

k ö r ö k b e n v i z s g á l j u k a v i s e l k e d é s s z e m p o n t j á b ó l : 

— t á p l á l k o z á s , 

— p i h e n é s , 

— m o z g á s , 

— ü r í t é s , 

— j á t é k , 

— k o m f o r t m o z g á s o k , 

— t é r é r z é k e l é s , 

— t á r s a s v i s e l k e d é s , c s o p o r t k é p z é s , 

— f e n y e g e t é s , t á m a d á s , m e n e k ü l é s 

— p á r o s o d á s i v i s e l k e d é s , 

— g o n d o s k o d á s i t e v é k e n y s é g , 

— köz lés j e l e i . 

A g a z d a s á g i á l l a t o k n á l e z e k n e k a v i s e l k e d é s i a l a p t í p u s o k n a k i s m e r e t e 

. a z é r t f on tos , m e r t a f e l s o r o l t v i s e l k e d é s i m i n t á z a t o k t a r t á s t e c h n o l ó g i a i szem-

p o n t b ó l f u n k c i o n á l i s t e r ü l e t e t j e l e n t e n e k . 

2. Az alkalmazott etológiai kísérletek tervezése 

A z e t o l ó g i a i k í s é r l e t e k a gazdaság i á l l a t o k ese tében a k ö v e t k e z ő f ő b b 

t e r ü l e t e k m e g i s m e r é s é r e i r á n y u l n a k : 

— m e l y e k az egyes g a z d a s á g i á l l a t f a j o k , ezen b e l ü l az egyes f a j t á k és 

t í p u s o k v i s e l k e d é s i j e l l e m z ő i ; 

— m i l y e n v i s e l k e d é s i j e l l e m z ő k k i b o n t a k o z á s á t k e l l b i z t o s í t a n i az i p a r i 

j e l l e g ű t e r m e l é s i k ö r ü l m é n y e k k ö z ö t t , i l l . m i l y e n m ű s z a k i és t e c h n o l ó -

g ia i m e g o l d á s o k g á t o l j á k a j e l l e m z ő v i s e l k e d é s i f o r m á k k i b o n t a k o z á -

s á t ; 

MTA Bio/. Oszt. Közi. 23 (1980) 



ADATOK A GAZDASÁGI ÁLLATOK VISELKEDÉSÉNEK VIZSGÁLATI MÓDSZEREIHEZ 2 4 1 

— melyek a veleszületett , öröklődő viselkedési mintázatok, és azok 
öröklődhetősége hogyan alakul; 

— viselkedési jel lemzők értékének meghatározásához milyen módszerek 
szükségesek. 

2.1. A viselkedésvizsgálatok módszerének általános szempontjai 

Kísérletekre akkor van szükség, amikor az információhoz nem lehet 
deduktív módon jutni vagy az adatgyűjtésből levezetni . A kísérlettervezés 
fontosabb részterületei: 

a ) a kísérleti fe ladat megállapítása; 
b) a kísérlet t ípusának megválasztása; 
c ) a kísérleti fe ladat megoldásának megtervezése. 
A kutatási feladat lebonyolításának általános modelljét —- a célkitűzés 

megfogalmazásától az eredményközlésig — az 1. ábrán ál l í tottam össze. 
A viselkedésvizsgálatok módszereinek szemügyrevétele alkalmából a 

következő kérdéseket is tekintetbe kel l venni: 
a ) milyen esetben kell multidiszciplináris jellegű (team) kutatást végezni? 
b) hogyan állapíthatjuk meg, h o g y az alkalmazott módszerek megfelelő-

ek-e? 

1. ábra. A kutatási feladat modellje 
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c ) m i t k e l l t e n n i a n n a k é r d e k é b e n , h o g y az e l t é r ő i d ő b e n és h e l y e k e n 

v é g z e t t m e g f i g y e l é s e k b i z o n y o s m é r t é k i g ö s s z e h a s o n l í t h a t ó k legye-

n e k ? 

d ) a v i s e l k e d é s i t í p u s o k e g y é r t e l m ű e k és m e g k ü l ö n b ö z t e t h e t ő k l e g y e n e k , 

h o g y e l k e r ü l h e s s ü k a t é v e s e l b í r á l á s t , 

e) b i z o n y o s v i s e l k e d é s i j e l l e m z ő k m e n n y i s é g i v á l t o z á s a a l a p j á n n e m 

l e h e t e l d ö n t e n i , h o g y az á l l a t s z á m á r a m e g f e l e l - e a k ö r n y e z e t . A v i -

se l kedés i f o r m á k k ü l ö n b s é g e l e g a l á b b o l y a n d ö n t ő , m i n t a m e n n y i s é g i 

v á l t o z á s . 

2.2. Az alkalmazott viselkedési kísérletek típusai 

2. 2. 1. A főbb viselkedési jellemzők megállapítása 

A g a z d a s á g i á l l a t o k v i s e l k e d é s é n e k j e l l e m z é s é r e a k ö v e t k e z ő m u t a t ó k 

m e g á l l a p í t á s a j ö h e t s z ó b a : 

a ) á l t a l á n o s v i s e l k e d é s t k i f e j e z ő p a r a m é t e r e k : 

— t a k a r m á n y f e l v é t e l ( b e l e é r t v e a s z o p á s t i s ) , 

— i v ó v í z f e l v é t e l , 

— k é r ő d z é s , 

— f e k v é s ( b e l e é r t v e a t e s t h e l y z e t e t i s ) , 

— m o z g á s , 

— v i z e l e t - és b é l s á r ü r í t é s , 

— t e s t á p o l á s , 

— a n y a i v i s e l k e d é s és g o n d o s k o d á s , 

— s z e x u á l i s v i s e l k e d é s , 

— ag ressz í v v i s e l k e d é s ; 

b ) a k ö z é r z e t e t k i f e j e z ő v i s e l k e d é s : 

— k o m f o r t v i s e l k e d é s ( t e s t á p o l á s , f ü r d é s , t e s t r á z á s , v a k a r ó d z á s , 

n y ú j t ó z k o d á s , a l m o k o n t ö r t é n ő f é s z k e l ő d é s ) , 

— k o n f l i k t u s o s v i s e l k e d é s g y a k o r i s á g a , 

— ü r e s p ó t c s e l e k v é s e k g y a k o r i s á g a , 

— j á t é k o s v i s e l k e d é s g y a k o r i s á g a ; 

c ) k i e g é s z í t ő é l e t t a n i p a r a m é t e r e k : 

— t e s t h ő m é r s é k l e t , 

— s z í v v e r é s , 

— l é g v é t e l , 

— r á g ó m o z g á s o k . 

2. 2. 2. A társas rangsor megállapítása 

A c s o p o r t o s v i s e l k e d é s i n d í t é k a i n a k m e g é r t é s é h e z a d o m i n á l á s i s o r r e n d 

m e g á l l a p í t á s a a l e g i n k á b b a l k a l m a z h a t ó m ó d s z e r . A d o m i n á l á s i s o r r e n d m e g -

á l l a p í t á s á h o z az agressz ív v i s e l k e d é s e k ( f e n y e g e t é s , t á m a d á s , e lűzés) s z á m á t 
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»Agresszív viselkedésben meghátrál t , e l tűr te 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213141516171819 202122232425 

k e l l r ö g z í t e n i . E c é l b ó l а 2. ábrán b e m u t a t o t t r a n g s o r f e l á l l í t á s i t á b l á t c é l s z e r ű 

h a s z n á l n i . A t á b l á z a t b a a z o k a g y a k o r i s á g i é r t é k e k k e r ü l n e k , a m e l y e k e g y - e g y 

á l l a t c s e l e k e d e t é n e k k i m e n e t e l é t ( t e h á t a z t , h o g y a f e n y e g e t é s , t á m a d á s s t b . 

s o r á n f e l ü l k e r e k e d e t t v a g y a l u l m a r a d t a m á s i k k a l s z e m b e n ) j e l z i k . 

A r a n g s o r m e g á l l a p í t á s á n a k l e g e g y s z e r ű b b m ó d s z e r e a z , h a j e g y e z z ü k , 

h o g y az á l l a t h á n y s z o r k e r ü l t f ö l é n y b e v a g y h á n y s z o r m a r a d t a l u l a c s o p o r t 

t a g j a i v a l s z e m b e n . E n n e k a l a p j á n m e g á l l a p í t h a t ó , h o g y az összes e s e t e k 

h á n y s z á z a l é k á b a n v o l t e g y - e g y á l l a t f ö l é n y b e n . A z í g y m e g á l l a p í t o t t r a n g -

so r a l k a l m a s a r r a , h o g y az á l l a t h e l y é t a c s o p o r t b a n m e g h a t á r o z z u k . 

A r a n g s o r m e g h a t á r o z á s á h o z a z e t e t é s e l ő t t i i d ő s z a k b a n é s z l e l t v e r s e n g é s 

m á r m e g b í z h a t ó a d a t o k a t s z o l g á l t a t , ú g y n e m s z ü k s é g e s az egész n a p i m e g f i -

g y e l é s . A k é t e g y m á s u t á n i n a p o n a z o n o s i d ő p o n t b a n f e l v e t t a g r e s s z í v v i s e l k e -

dés m á r e l e g e n d ő b i z t o n s á g g a l m u t a t j a a c s o p o r t b a n k i a l a k u l t e r ő v i s z o n y o k a t . 

A z á l l a t o k a z o n o s í t á s a c é l j á b ó l c é l s z e r ű a c s o p o r t t a g j a i t s z á m o z á s s a l 

e l l á t n i . 

2. 2. 3. A stresszhatás vizsgálata 

A n a g y ü z e m i á l l a t t a r t á s b a n az á l l a t o k a t m e g l e h e t ő s e n s z ű k h e l y r e szo-

r í t j u k össze . A z s ú f o l t s á g g y a k r a n a c s o p o r t k e t t é v á l á s á t e r e d m é n y e z i . A cso-

p o r t e g y i k f e l e , a d o m i n á n s e g y e d e k , a t á v o l s á g t a r t á s r é v é n b i z t o s í t j á k m a g u k -

n a k az é l e t m e g n y i l v á n u l á s o k z a v a r t a l a n l e f o l y á s á h o z s z ü k s é g e s é l e t t e r e t . 

A c s o p o r t m á s i k f e l é b e n a n e m d o m i n á n s e g y e d e k z s ú f o l ó d n a k össze . E z e k 

á l l a n d ó s t r e s s z h a t á s n a k v a n n a k k i t é v e s ez a s z o r o n g á s k e d v e z ő t l e n ü l h a t a 

t e r m e l é s i f o l y a m a t o k r a . 
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A társas s t r e s s z h a t á s a a g y a k o r l a t b a n h á r o m m ó d s z e r r e l b e c s ü l h e t ő m e g : 

a ) a c s o p o r t o n b e l ü l i k ö l c s ö n h a t á s o k g y a k o r i s á g á v a l ; 

b) az e g y e d e k e g y m á s t ó l i t á v o l s á g t a r t á s á n a k a l a k u l á s á v a l ; 

c ) a c s o p o r t o n b e l ü l i v e r s e n g é s n e k a t e r m e l é s r e g y a k o r o l t h a t á s á v a l . 

A c s o p o r t t a g o k k ö l c s ö n h a t á s á n a k mé résé t az a g o n i s z t i k u s v i se l kedésse l 

m é r j ü k , a m e l y n e k s o r á n e z e k e t a v i s e l k e d é s i e l e m e k e t o s z t á l y o k b a s o r o l j u k . 

A v i s z o n y í t á s a l a p j a egy o l y a n p o p u l á c i ó b a n e l ő f o r d u l ó a g o n i s z t i k u s v i s e l k e -

d é s e k száma és f o k o z a t a , a m e l y n e k t e r m é s z e t e s v i s z o n y o k a t m e g k ö z e l í t ő t e r ü -

l e t , és 1 0 0 % - o s e t e t ő t é r á l l r ende l kezésé re . 

A z e g y e d e k t á v o l s á g t a r t á s á t f é n y k é p v a g y f i l m f e l v é t e l seg í t ségéve l l e h e t 

t a n u l m á n y o z n i . A n e g a t í v o t r á c s o s z t á l y o z ó r a l e h e t k i v e t í t e n i . A s t resszha tás 

á l t a l á b a n a d o m i n á n s e g y e d e k t á v o l s á g t a r t á s á n a k n ö v e k e d é s é t i d é z i elő. H a 

a t á v o l s á g t a r t á s t s k á l a b e o s z t á s o n m é r j ü k , a t á r s a s k ö r n y e z e t h a t á s a számsze rű -

e n is k i f e j e z h e t ő . A t á r s a s s t r e s s z h a t á s m é r t é k e a f i z i o l ó g i a i v á l t o z á s o k mérésé-

v e l (me l l ékvese k é r e g á l l o m á n y á n a k m e g n a g y o b b o d á s a , a p l a z m a l i p i d - , asz-

k o r b i n s a v s z i n t j é n e k m e g v á l t o z á s a , a p u l z u s s z á m n ö v e k e d é s e s t b . ) is n y o m o n 

k ö v e t h e t ő . E z e k a m ó d s z e r e k a g y a k o r l a t b a n — k i v é v e a t e l e m e t r i á s mérése-

k e t — igen n e h e z e n a l k a l m a z h a t ó k , m e r t a v i z s g á l a t m a g a is s t r e s s z h a t á s t v á l t k i . 

2. 2. 4. A tanulási képesség vizsgálata 

A t a n u l ó k é p e s s é g e l s ő s o r b a n a n n a k az é r z é k s z e r v n e k a k a p a c i t á s á t ó l 

f ü g g , a m e l y n e k az i l l e t ő p r o b l é m a m e g o l d á s á b a n k u l c s s z e r e p e v a n . í g y p é l d á u l 

a ser tés szag lása a l e g f e j l e t t e b b , ez t k ö v e t i a m o z g á s , m a j d a h a l l á s , s v é g ü l 

h e l y e z k e d i k e l a l á t á s . 

A t a n u l á s f o l y a m a t a a s i ke res a d a p t á c i ó h o z szükséges r e a k c i ó k f e l h a l m o -

zódása . A r e a k c i ó a v á l t o z á s h o z v a l ó a l k a l m a z k o d á s i k í s é r l e t . A t a n u l á s mérésé-

v e l m e g á l l a p í t h a t ó , h o g y m e l y e k azok az e g y e d e k v a g y c s o p o r t o k , a m e l y e k 

az a d a p t á c i ó s o r á n —- a m é r ő s k á l a m e g v á l a s z t á s á t ó l f ü g g ő e n — s i k e r t e l e n e k -

n e k b i z o n y u l t a k . 

A t a n u l á s i képesség v i z s g á l a t á r a számos be rendezés a l k a l m a z h a t ó . A 

k é s z ü l é k e k a Skinner á l t a l l e f e k t e t e t t e l v e k e n a l a p u l n a k , a m e l y sze r i n t e g y 

b i z o n y o s v i s e l k e d é s m e g h o z z a az á l l a t s z á m á r a k í v á n t e r e d m é n y t . 

2. 3. A gazdasági állatok viselkedésének mérésére alkalmas módszerek 

A z a d a t g y ű j t é s m e g k e z d é s e e l ő t t d ö n t ő f o n t o s s á g ú a m e g f e l e l ő v i z s g á l a t i 

m ó d s z e r m e g v á l a s z t á s a . A z a l k a l m a z o t t e t o l ó g i a i k í s é r l e t e k e g y r e i n k á b b m u l -

t i d i s z c i p l i n á r i s j e l l e g ű e k l e s z n e k , m e r t j e l l e g ü k n é l f o g v a k o m p l e x p r o b l é m á t 

j e l e n t e n e k . E b b ő l k ö v e t k e z i k , h o g y t ö b b t u d o m á n y t e r ü l e t v i z s g á l a t i m ó d s z e r é t 

i s a l k a l m a z n i k e l l . E z e k szükségességét h a n g s ú l y o z v a a k ö v e t k e z ő k b e n n é h á n y 

m ó d s z e r r ö v i d i s m e r t e t é s é r e t é r e k k i . S z e r e t n é m h a g s ú l y o z n i , h o g y számos 

e g y é b berendezés is a l k a l m a s az a d a t o k r e g i s z t r á l á s á r a . 
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2. 3. 1. A közvetlen megfigyelés, észlelés 

Valamennyi viselkedési forma mennyiségi és minőségi leírásához vagy 
a mintázatok előfordulási gyakoriságának megállapításához felhasználható a 
személyes megfigyelés. Célszerű,ha a leírást két személy egymástól függetlenül 
végzi, v a g y az észle lőkkétóránként váltják egymást. A megfigyeléseket az ész-
lelők leírják, vagy magnetofonra mondják he az eseményeket. Ujabban az 
észlelők a viselkedési megnyilvánulásokat megfelelően előkészített jeladók 
működtetésével (bi l lentyű lenyomásával) rögzítik. Ezeket a jeleket megfelelő 
jeltárolókban gyűjtik össze az adatfeldolgozáshoz. 

Alkalmazási terület: 

Csoportos és e g y e d i tartásban megállapítható valamennyi viselkedési 
forma időtartama és gyakorisága. Az ingerközlés és a reakció megjelenése 
között eltelt idő meghatározása. 

2. 3. 2. Mechanikus felvétel a táplálkozási életmegnyilvánulások meghatáro-
zására 

A mechanikus fe lvéte l általában kétféle elv segítségével történik. Az 
egyik az, ha az állkapocsmozgásokat pneumatikus ú t o n továbbítjuk a regisztrá-
ló készülékhez, míg a másik módszer szerint az állkapocsmozgásokat mágneses 
érzékelőfej és elektromos erősítő útján villamos jelekké átalakítják. 

A mechanikus vizsgáló műszerek változtatható szalagsebesség,-széles-
ség mellett tetszőlegesen kinagyítható jeleket rögzítenek. így a jelek kvalitatív 
jelleggel is jól érzékelhetők. 

Alkalmazási terület: Egyedi tartásban evés, ivás , kérődzés idejének és 
gyakoriságának megállapítására. Az inger közlése és az evési, ivási, kérődzési 
reakció megjelenése k ö z ö t t i idő meghatározása. Az evés , ivás, kérődzés intenzi-
tásának megítélése. 

2. 3. 3. Mechanikus mozgásfelvétel 

A helyváltoztatással nem járó mozgás mérésére általában két módszert 
használnak. Az egyik módszer szerint a dinamikus változások f i lmen rögzít-
hetők. A mozgásváltozás figyelemmel kíséréséhez az állat kültakarójának karak-
terisztikus pontjaira (pl. 3. hátcsigolya nyúlványa, könyökkulcs, ülőgumó, 
stb.) ún. célgombokat ragasztanak fel. A kitűzött pontok mozgását olyan vetítő-
berendezésen kell analizálni, amelyen a kép vizsgált pontjait koordináta-rend-
szerben lehet rögzíteni. A felvett koordinátákat grafikonon lehet ábrázolni. 

A másik módszer szerint (3. ábra) az állat marjára erősített mágneshez 
húzódó mérőón helyzete adja meg az elmozdulás mértékét , amelyet egy írószer-
kezet az időfüggvényeken rögzít. 
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4. ábra. A mozgási aktivitás megállapítása menetíró készülékkel (Vibracorder TFW) 

Az állatok mozgási aktivitásának meghatározására többféle megoldás 
használható. A mechanikus mozgásidő-író készülékek általában a menetíró 
elve alapján rögzítik a mozgásokat (pl. Vibracorder TFW), amelyeknek inten-
zitásából az aktivitás minősége is megállapítható (4. ábra). 

Az állat lépéseinek vizsgálatára ún. „pedometer" használható, amely 
megfelelő áttétel segítségével a megte t t út nagyságát óraszerkezeten mutatja. 

Vannak olyan eljárások is, amelyek elektronikus mozgásfelvevő készülék 
felhasználásán alapidnak. Itt a kísérleti állat elektromágneses mezőben áll 
és mozgásával az erőtér változását hozza létre. A mozgás minősége nem regiszt-
rálható. 
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Alkalmazási terület: Az állat lefekvése és felállása, a mozgáskorlátozó 
berendezések (lekötőberendezések) használhatóságának elbírálása. Ha az 
állat rögzítésének nincs elegendő játéka, minden lefekvés vagy felállás fáradsá-
got okoz, az állat többször próbálkozik, mire elszánja magát rá. 

A mozgás és lépésszámlálókkal az aktivitás mértéke állapítható meg. 
Ilyen például a társas rangsorban elfoglalt hely alapján vagy az ivarzás idő-
szakában az aktivitás v a g y az aktivitás minősége (lépés, legelés, fekvés). 

2. 3. 4. Fotocella (fénysorompó) 

Fotocella segítségével elsősorban kötött tartásban vagy fekvő boxban 
bizonyos mozgásokat lehet megszámlálni. A működési elv: a megfelelően el-
helyezett infra fényforrás láthatatlan fénynyalábját megszakítva egy áramkör 
nyitását vagy zárását vezérlik és ezzel számlálószerkezetet vagy más beren-
dezést működtetünk. 

Alkalmazási terület: Egyedi kö tö t t tartásban fekvés , állás idejének meg-
határozása, fekvőboxok használati idejének megállapítása. 

2. 3. 5. Felvétel képsorozattal 

A fi lmfelvevővel felvett viselkedési mintázat bármikor levetíthető és 
elemezhető. A célra jól felhasználhatók azok az automatikus vezérlésű ún. 
„robot-fényképezőgépek" is, amelyek csak bizonyos időközönként készítenek 
felvételeket . 

A képmagnó is előnyösen használható a viselkedési formák megállapí-
tására, mert nem szükséges az istállófelvételeknél s e m külön fényforrás biz-
tosítása. Ezen túlmenően az észlelő a hangszalagra mondhatja észrevételeit, 
amelyek segítségével a fe lvett képek jobban kielemezhetek. 

Alkalmazási terület: Csoportos és egyedi tartásban valamennyi viselke-
dési forma megállapítható. A felvételek közötti időtartam alapján (gyakori-
ság) meghatározható, h o g y melyik mintázat értékelésére alkalmazható a kép-
sorozat. Az egyedek távolságtartása is tanulmányozható a fénykép vagy film-
felvétel segítségével, ha a negatívot valamilyen rácsosztályozóra vetítjük. 

2. 3. 6. Telemetrikus berendezés 

Csoportos tartásban a viselkedési formák mérésére szinte egyedüli meg-
oldást a telemetria je lent i ! A telemetrikus mérés lényege , hogy az érzékelés és 
a kijelzés nagy távolságra is szétválasztható, ami a jel értékelésének és feldol-
gozásának szinte korlátlan lehetőséget biztosít. 

A rádióbiotelemetria költséges berendezései miatt , eddig széles körű 
elterjedéséről nem beszélhetünk. 

A berendezés legfontosabb jellemzői (5. ábra) az érzékelők, az adó, vevő, 
(ha szükséges a mérőátalakító), valamint a jeltároló. 
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5. ábra. A telemetrikus berendezés vázlata 

A telemetrikus berendezésekhez célszerű, egy korszerű adattároló és 
a gépi feldolgozásra alkalmas berendezés csatolása is. 

Alkalmazási terület: Egyedi és csoportos tartásban olyan viselkedési for-
mák és élettani paraméterek állapíthatók meg, amelyekre az ún. érzékelőket 
kialakították. í g y például állkapocsmozgás (evés, kérődzés) mozgási aktivitás, 
pulzusszám, EKG-jelek, bőrhőmérséklet, a bőr elektromos ellenállása stb. 
mérése. 

A felhasználás másik csoportját az állat belső szerveiben elhelyezett rádió-
szondák alkotják. 

3. A kísérletek elrendezése 

A gazdasági állatok viselkedésének vizsgálatában első lépés az ún. etog-
ram (akciókatalógus) megszerkesztése, amely tartalmazza a viselkedésrepertoár 
elemeit. Ez mutatja az ingerekre (tartási tényezők) válaszként jelentkező 
viselkedés minőségi és mennyiségi mutatóit (6. ábra). 
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6. ábra. A legelő tehén és borjú akciókatalógusa 

I I keródzés 
szopós 

О bélsórüntés 
О vizelés 
(t jóték 

ivás 

legeles 
állás 
fekvés 

3.1. A kísérletek elrendezésének típusai 

A kísérletek lehetnek egy- vagy többtényezősek: 
a) Az egytényezős kísérletekben a kezelésben részesült csoportokat (kísér-

leti) hasonlítjuk össze a kezelésben nem részesült (kontroll) csoportokkal. í g y 
például, ha a szecskázás hatását vizsgáljuk az evés idejére, akkor a kísérleti 
csoport kapja a szecskázott takarmányt, míg a kontroll csoport ugyanaz t a 
takarmányt szálas állapotban. 

b) Két vagy több független változót is tanulmányozhatunk egy kísérletben 
(faktoriális kísérlet). Ilyenkor a kísérletező két vagy t ö b b független vá l tozó t 
választ ki. A független változók keretében több szintet is kialakíthatunk. 

A szarvasmarhákkal vizsgálhatjuk például a takarmány evési sebességé-
nek alakulását különböző napi evési idő és eltérő etetőtér ellátottság f igye l em-
bevételével. Az egyik vál tozó az etetőtér ellátottság, m í g a másik az evésre 
fordítható idő nagysága. A kísérleti elrendezés (mindkét független vá l tozónál 
3—3 szinten) a következő: 

Etetőtér 
ellátottság 

Napi evési idő, óra Etetőtér 
ellátottság 

4 8 12 

1 0 0 % + + + 
6 6 % + + + 
3 3 % + + + 
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Mivel a kezelések egyes variációi logikai alapon nem zárhatók ki, í g y 
3 x 3 = 9 kísérleti csoport szükséges. A faktoriális elrendezéssel a független 
változók kölcsönhatásának tanulmányozására is lehetőség nyí l ik . 

3.2. A kísérletben szükséges megfigyelések ill. állatok számának megállapítása 

Az elméletileg szükséges megfigyelésszám meghatározásakor két tényezőt 
kell figyelembe venni . Az egy ik , hogy milyen pontossággal (statisztikai biz-
tonsággal) akarjuk becsülni a kiválasztott tulajdonság átlagát, a másik, mekko-
ra eltérést tekintünk még a mintavétel hibájának. 

A számításhoz ismernünk kell az egyes tulajdonságok szórását és a meg-
engedhető becslési hibát. E szempontok f igyelemhevételével legegyszerűbben 
a következő képle t alapján kapjuk meg a szükséges megfigyelés ill. állatlétszá-
mot: 

n . tp%2 • cv%2 

b % 2 

tpo; = 1,96 (választott valószínűségi sz int) , 
h% = 5 (hibaszázalék), 
cv% = 20 (variációs koefficiens). 
E három számadat ismeretében a szükséges megfigyelésszám állatlét-

szám kiszámítható. Így például a növendék hízóbikák kérdőzési idejének meg-
határozásához 5 % pontossággal, P = 5% valószínűségi szinten, a kérődzés 
20%-os variációs koefficiensével a szükséges állatlétszám: 61. 

Minden kísérletnek a lapvető követelménye, hogy a csoport egyedei kö-
zötti szóródást a lehető legkisebbre csökkentsük. A hibavariancia csökkentésé-
nek másik lehetséges módja, ha minden ál lat egyúttal saját magának is a 
kontrollja. Ez o lyan kísérletekben lehetséges, ahol minden ál latot egymás u t á n 
minden vizsgált kezelési eljárásban részesítünk. 

3.3. A megfigyelési időközök megállapítása 

A főbb viselkedési jel lemzők megbízhatósága elsősorban az állatok kö-
zötti egyedi különbségekből származik (ugyanis ez adja a variáció je lentős 
részét). A variációnak csak e g y kisebb hányada származik a folyamatos v a g y 
időszakos adatfelvételből, v a g y abból hogy mennyi ideig, (hány nap) tar to t t 
a viselkedési alapadatok fe lvétele . Ennek ellenére ez utóbbi tényező f igye lem-
bevétele is fontos . 

A fo lyamatos megfigyelés adja a legmegbízhatóbb adatokat. Ha erre 
nincs mód, akkor időszakos felvételekkel helyettesítjük a folyamatos meg-
figyelést. 
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Az időszakos megfigyelés természetesen csak azoknak a viselkedési je-
lenségeknek a meghatározására alkalmas, amelyeknek egy-egy szakasza álta-
lában annyi ideig tart, amilyen időközben az adatfelvétel történik. Ezért pél-
dául a vízivás, a bélsár- és vizeletürítés napi időtartamát időszakos megf igye-
léssel nem lehet megállapítani. 

Az 1. táblázatban saját vizsgálataim és irodalmi adatok alapján össze-
állítottam azokat a megfigyelési időköz nagyságokat, amelyekkel az egyes 
viselkedésmegnyilvánulási tulajdonságokban a folyamatos megfigyelés (lega-
lább 0,98 erősségű korreláció alapján) időszakos adatfelvétellel helyettesíthető. 

A viselkedési formák jellemző átlagértékének megállapításához egy-egy 
választott szakaszban 48 órás megfigyelési periódus már megbízható értéket 
ad. Két egymást követő megfigyelési n a p átlaga éppen olyan megbízható érté-
kű, a fekvési , evési, kérődzési idő és ezek gyakorisága, valamint a víz ivások, 
bélsár- és vizeletürítések gyakorisága szempontjából mint a 72—96 óráig 
tartó megfigyelés. 

A rövidített időtartamú —tehát n e m 24 órára terjedő — időszakos megfi-
gyelések értéke korlátozott mértékű. Az életmegnyilvánulások (evés, fekvés, 
kérődzés stb.) kifejezésére nem alkalmasak. A megfigyelések gyakoriságát a 
kísérleti terv készítésekor kell meghatározni. 

1. táblázat 

Adatfelvételi gyakoriság az állaadó megfigyelés helyettesítésére 

Megnevezés 

A d a t f e l v é t e l 

Megnevezés szopás evés kérődzés fekvés Megnevezés 

p e r c e n k é n t 

Szarvasmarha: 
Borjú 4 hónapos korig 3 5 5 10 
Növendék marha — 10 10 10 
Növendék hízóbika — 10 10 10 
Tehén — 10 10 10 
Tenyészbika — 10 10 10 

Juh: 
Bárány 2 5 5 10 
Hízóbárány — 5 5 10 
Anyajuh — 10 10 10 
Kos — 10 10 10 

Sertés: 
Szopós malac 2 1 — 3 
Választott malac — 3 — 5 
Hízó — 5 — 10 
Anyakoca — 5 — 10 

Baromfi: 
Csirke (10 napos korig) — 3 — 5 
Broiler csirke — 5 — 5 
Tojótyúk 5 5 
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4. A kísérletek lebonyolítása 

A kísérletet előkészítő tervezést a megvalósítás követi, amelynek alap-
dokumentuma, az aktuális kísérletre készített kísérleti útmutató . A kísérleti 
útmutatóban kell előírni a kezeléseket, a környezeti feltételeket, a speciális 
kívánságokat, a naplóban rögzítésre kerülő észleléseket. 

A kísérleti állatok kiválasztása először biológiai szempontok szerint, 
majd a statisztikai elvek alapján történjék. 

Minden kísérletben naplót kell vezetni. A szükséges adatfelvételezést 
elsősorban a célkitűzés határozza meg. Szükséges azonban néhány olyan adat 
rendszeres rögzítése is, amelyek a kísérlet normális lefolyását ellenőrzik, i l l , 
támasztják alá. 

5. A kísérletek kiértékelése 

A kísérlet kiértékelését o lyan szempontok alapján kell elvégezni, a m e l y 
a célkitűzésnek, a feladat megválaszolásának leginkább megfelel. A statisztikai 
módszerek csak eszközt adnak a kutató, kísérletező kezébe. E g y olyan módszer 
sincs, amely m i n d e n esetben ajánlható lenne. 

Az etológiai kísérletek kiértékelésére használatos statisztikai módszerek-
ről a 2. táblázat tájékoztat. 

A kísérletek értékelése során nemcsak a mennyiségi változásokra vonat -
kozó mutatókat, hanem a minőségieket is f igye lembe kell venni . Ez utóbbi —-
úgy látszik — a gazdasági állatok biológiai igénye és műszaki környezetük kö-
zötti összhang megítélése kérdésében nagyobb jelentőségű, mint a mennyiségi 
mutatók között i különbségek szignifikanciája. 

2. táblázat 

Statisztikai módszerek az alkalmazott etológiai kísérletek kiértékelésére 

MÓDSZEREK 

A v izsgá la t i 
jel lege 

adatok 
Egyváltozós Két vagy többvá l tozós kísérletekhez 

kísérletekhez 
független változó függő változó 

Gyakorisági 
adatok 

diszkrét 
eloszlás Chi2-teszt Chi2-teszt Q-teszt 

Rangsorolási 
próbák 

л N ED 
-3 nem normál 

eloszlás 

Iterationsteszt 

Kolmogoroff— 
Smirnoff-teszt 

H-teszt Friedmann-teszt 

Számlált 
adatok 

fo
ly

to
no

s 

megközelítően 
normál 
eloszlás 

Chi2-teszt Variancia-
analízis 

Variancia analízis 
Diszkriminancia 

analízis 
Többszörös 

regresszió 
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Mivel az alkalmazott etológiai vizsgálatokban ritkán van lehetőség az 
optimális biológiai igények kielégítését szolgáló környezeti feltételek (tartási 
rendszerek) biztosítására, így a kiértékelésben meg kell elégedni a viselkedési 
mintázatok relatív mértékű összehasonlításával. Ugyanakkor nagyobb f igyel-
met kell szentelni a minőségileg eltérő viselkedési minták előfordulásának, 
valamint a komfort érzetre utaló paraméterek figyelembevételének. 

Az állatok tartási rendszerétől f ü g g ő viselkedés vizsgálatakor nehéz a 
megfelelő következtetések levonása. Ha például a környezet nagyon egyhangú, 
az állatok nem reagálnak azokra az ingerekre, amelyekre egyébként normál 
viszonyok között reagáltak volna. Előfordulhat az egyhangú környezetben az 
is, hogy a legkisebb zavarás is igen erős reakciót vált ki. í g y az ítéletalkotás-
ban nem szabad csak a kapott adatokra szorítkoznunk, hanem figyelembe kell 
venni: 

a) az állategészségügyi körülményeket, 
b) az összehasonlítási alapul szolgáló viselkedési mintázatokat és azok 

mértékét. 
Az összehasonlítási alapul szolgáló egységes rendszer — amelyben lehető-

sége van az állatnak megfelelő viselkedése kifejtéséhez, ösztöneinek kifejezésre 
juttatásához — sajnos ma még nem áll a kutatók rendelkezésére. 

Összefoglalás 

A szerző áttekinti az alkalmazott etológiai vizsgálatok tervezéséhez, 
lebonyolításához és értékeléséhez szükséges legfontosabb módszertani tudni-
valókat. Ismerteti a viselkedést kifejező paraméterek, a társas rangsor megál-
lapítására, a stresszhatás és a tanulási képesség megállapítására szolgáló mód-
szereket. Áttekint i azokat a különböző vizsgálati eljárásokat, amelyek alkal-
masak a gazdasági állatok viselkedésének mérésére. 

Foglalkozik továbbá a kísérletek elrendezésének kérdéseivel, a szükséges 
megfigyelések számának és a megfigyelési időközök megállapításával. Yégül 
rámutat arra, hogy a kísérletek kiértékelése milyen nehézségekkel jár együt t . 
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BIOLÓGIAI TUDOMÁNYOK OSZTÁLYA 1980. ÉVI 

KÖZGYŰLÉSI BESZÁMOLÓJA 

T l G Y I JÓZSEF 

Osztályülésünkre nem az eddigi szokásos 3 éves cikluson belül kerül sor, 
hanem egy évvel később. Az MTA Elnöksége és az elmúlt évi közgyűlés azért 
döntött így, hogy a testületek élete, tevékenysége is jobban igazodjék az állam-
élet, a népgazdasági tervezés immár hagyományos ötéves ciklusához. Bár az 
évi közgyűlésünk soron következő tisztségújító és számvetést tévő közgyűlé-
sek egyike, az 1980-as év mint századunk 8. évtizedének első éve, inspirál 
arra, hogy egyrészt távolabbi múltba tekintsünk vissza számvetésünk alkal-
mával, másrészt soron következő feladatainkat is távolabbi jövőre fogal-
mazzuk meg. 

Számunkra, biológusok számára nyi lvánvaló, hogy a folyamatok idő-
beni lefolyása nagymértékben független a kronológiai időtől, de a társadalmi 
mozgásokat, eseményeket mégis ezzel kell mérnünk 

Az 1950-es években szakterületünkre az útkeresés és az önállóságra va ló 
törekvés volt a jellemző. A szervezeti, ideológiai gátak ellenére mégis vo l t 
lehetőségünk a biológiai kutatások — bár szerény — de igen széles körű 
anyagi támogatására. Ennek volt köszönhető a biológiai tudományos munká-
nak — a felszabadulás előtti időkhöz nem mérhető — kibontakozása. A 60-as 
évekre sikerült elérni osztályunk önállóságát az Akadémia szervezetén belül 
és megvalósítani a biológia egységét. Megalakultak a mai szakmai bizottságok. 
Ez időben jóllehet a támogatott kutatóhelyek száma csökkent, a kutatás 
állami támogatása mégis nagymértékben emelkedett . Különösen jelentős vo l t 
az Akadémia részéről az a segítség, amellyel a kutatóhelyek műszerezett-
ségéhez, korszerűsítéséhez járult hozzá. A 70-es évek további jelentős fejlő-
dést, egyúttal változást hoztak. Megvalósult a már az 50-es évek második 
felében fogant terv; elkészült a Szegedi Biológiai Központ, amely ma már 
mint a hazai kísérletes biológiai kutatás legjelentősebb bázisa funkcionál. 

Az SZBK mellett a többi intézeteink és az egyetemi biológiai kutató-
helyek megerősödését bizonyítja, hogy a biológiai kutatásokról szóló beszá-
molóinkban arról adhattunk számot, hogy a kutatások metodikai színvonala 
több területen megközelítette, v a g y elérte a nemzetközi színvonalat. Ered-
ményeink és kutatóink elismerését bizonyítják, a 60-as évek közepétől a 70-es 
évek közepéig hazánkban megtartott nemzetközi rendezvények sorozatai, 
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amelyeken az egyes szakmák legnevesebb külföldi képviselői is részt vettek. 
Gyarapodtak pozícióink a nemzetközi tudományos szervezetekben nemcsak 
tagsági szinten, de a veze tő tisztségekben is. 

Az Akadémia szervezetének 1970-ben történt átalakulása új helyzet és 
feladatok elé állította a tudományos osztályokat. Ez az átállás a „tisztán'' 
testületi tevékenységre n e m ment végbe zökkenőmentesen. De végül Osztá-
lyunk is és a tudományos bizottságaink is megtalálták a részben új problé-
mákat és a korai bizonytalankodás u t á n hozzáláttak az újszerű feladatok 
megoldásához. Ezekről a korábbi közgyűléseink alkalmával részletesen be-
számoltunk. Emlékeztetőül engedjenek meg csupán néhány kiemelt jelen-
tősebb példát: állásfoglalás a biológiai műveltségről, közreműködés a köz-
művelődési határozatok kidolgozásában, a természetvédelmi törvény elő-
készítésében, az oktatási reformban. Jelentős volt közreműködésünk az 
OKKFT kidolgozásában, helyzetelemzések, prognózisok készítésében, de 
számos főhatóság elhatározásában — rendeletében megtaláljuk testületi 
állásfoglalásainkat, javaslatainkat. 

Osztályunk, bizottságaink négy éves tevékenységének összefoglalását 
megtalálják vendégeink a közgyűlés fehér könyvében. Engedjék meg, hogy itt 
csak néhány kiemelést tegyek, de sz ívesen vennék néhány további részletet 
bizottságaink tagjai hozzászólásaiból. Örvendetesen szaporodott a kandidá-
tusok száma a négy év alatt . Számuk 90-nel növekedett. Feltűnő a gyakorlati, 
klinikai, üzemi, mezőgazdasági munkahelyen dolgozók arányának növekedése. 

Doktoraink száma 6-al növekedett, jelenleg folyamodnak számosabban 
e magasabb fokozatért. A 70-es évek elején a biológia elméleti kérdéseire 
történő f igye lem felkeltésünknek és támogatásunknak eredményei mutatkoz-
tak. Személynevek helyett itt most helyénvalóbb t émákat említeni, mint pl. 
a hominid evolúció, ökológia, enzimológia, biofizika, molekuláris evolúció 
területén, amelyek könyvekben, disszertációkban jelentek meg, illetve Akadé-
miai Díjjal ismertünk el. 

Rendezvényeink száma a korábbi évekhez képest csökkent. Örvendetes 
viszont, a hazai multidiszciplináris t émájú és metodikai tanfolyamszerű 
tanácskozások arányának növekedése. Összesen 18 neves külföldi tudós 
tartott előadást osztályunk rendezésében és látogatott meg számos hazai 
intézetet. 

Könyvkiadásunkban az előző évekhez képest tovább növekedett az 
önálló művek aránya; az elmúlt évek terméséből az oktatás és továbbképzés 
szempontjából kiemelendőnek tartjuk a Biofizika c. kézikönyv második 
kiadását, továbbá a Biokémia c. kézikönyvet . Nagy sikert értünk el Jávorka— 
Csapody N a g y Képes Növényhatározója facsimile kiadásában. Hosszas stag-
nálás után újabb kötetekkel gyarapodott a Magyar Tájak c. sorozat. Ered-
ményes a Symposia Biol. Hung, sorozatunk. Actáink jó színvonalat képvisel-
nek. Mindemellett kutatóink eredményeik bemutatására szívesebben prefe-
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rálják a fémjelzett nemzetközi szakmai lapokat. Az indok legtöbbször a hazai 
Acták megjelentetésének lassúsága. Ú g y hiszem mind szerkesztőbizottságaink, 
mindpedig modern felszereltségű nyomdánk ál lhatná a versenyt a legtöbb 
külföldi vezető lappal, ha egyrészt kutatóink a hazai szerkesztőségekbe is 
olyan gondosan formált, elkészített és olyan tökéletesen fordított cikkeket 
adnának be, mint azt a hivatkozott külföldi lapoknál teszik, másrészt a Kiadó 
is kiemelt ügyként kezelné az Actáink gyors átfutási idejét. 

Tényként kell megállapítani, hogy az utóbbi néhány évben a kezdeti 
lendület alábbhagyott és testületeink mindinkább annak adnak hangot, hogy 
véleményeink, állásfoglalásaink visszhang nélkül maradnak, v a g y kevésbé 
érvényesülnek. Azt hiszem, nem járok messze az igazságtól, ha ennek okát 
részben — és kiemelten hangsúlyozni kívánom, hogy csak részben — abban 
látom, hogy erre az időre esik az országos kutatás-fejlesztés extenzív időszaká-
nak országos csökkenése és az intenzív fejlődés követelményének előtérbe 
kerülése. Ez lehet egyik oka annak, hogy a testület i ajánlások n e m fogannak 
az elvárt mértékben a nehéz döntések előtt álló igazgatási, irányítási állás-
foglalásokban. 

Meggyőződésem: nem szócséplés, ha megállapítjuk, hogy az új évtized, 
de legalább is az előttünk álló öt év, (miként egész országunk életében) a fela-
datokban új helyzetfelismerést, új munkamódszert és célkitűzéseket vár 
tőlünk is. Feladatunkat tömören a következőkben látom és erről kérem 
a tisztelt kollégák véleményét. A j ö v ő érdekében szinten kell tartani az alap-
kutatást , de ez egyúttal lépéstartás kell legyen a nemzetközi színvonallal. 
A kutatóhelyeknek törekedniök kell, hogy eredményeik minél egyszerűbben, 
közvetlenebbül kerüljenek alkalmazhatóvá; hogy a megváltozott gazdasági 
feltételek között is elismert, megbecsült maradjon a tudományos kutatás. 
Ennek elősegítésére a testületek igen sokat tehetnek. A gyorsan változó világ, 
a hazai és nemzetközi helyzetképek elemzését teszik szükségessé. Fokozott 
felelősséggel kell készítenünk közép- és hosszútávú prognózisokat. A bizott-
ságok, munkabizottságok sokoldalú képviseletüknél fogva — különösen ha 
általánossá és folyamatossá teszik a kutatóhelyeken folyó munkák helyszíni 
f igyelemmel kísérését — kiválóan alkalmasak a messenger szerepére alap-
kutató laboratóriumok és a termelés között. 

Mind több biztató jelét látjuk annak, hogy kutatóink komolyan veszik 
az idő szavát, a párt és a kormány irányítását és terveikben, munkájukban 
mind határozottabban jelentkezik a gyakorlat, a termelés igényeihez való 
igazodás. Annak azonban, hogy ez a reménytkeltő közeledés a termelés és 
alapkutatás között valóban gyümölcsözőbbé váljék, két a lapvető feltételét 
látom. Az egyik az, hogy kölcsönösen nyíljanak meg az üzemek és laborató-
riumok ajtajai és találjanak egymásra a kutatók konkrét kérdéseikkel és 
eredményeikkel. Ismerjék meg a problémákat, lehetőségeket, feltételeket. 
Fontos ez azért, mert a legjobb szándékú terv és a legbölcsebb tudomány-

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 



2 6 0 T1GV I JÓZSEF 

politika sem képes minden esetben arra, hogy éppen fontos kérdésekben 
a megfelelő kutatókat összehozza. E reményemet szeretném előbb említett 
jó példával alátámasztani. Hivatkozom a nemzetközi rendezvényeink sikerére, 
melynek alapja a kérdésben legjobb kutatók összehozása volt. Bíznunk kell 
abban és segítenünk kell, hogy ezt a sikert hazai viszonylatban a termelés 
legfontosabb kérdéseiben is elérjük. 

A másik feltételt egy kissé egyoldalúbban látom. Az alapkutatás az 
elmúlt évtizedekben óriási léptekkel haladt előre. Ez elkerülhetetlenül a 
kutatók tűlspecializálódásához vezetet t . Ugyanakkor a termelésben is jelen-
tősen emelkedett a technikai szint, ami a gyakorlati szakemberek részéről is 
erős szakosodást követel t meg. 

Ez a tendencia rányomta bélyegét a szakemberképzésre is. A szűk 
szakma magas szintű oktatása mel let t a határterületek — adott esetben 
a biológiai — alaptárgyak korszerű oktatása háttérbe szorult, ill. nem érte 
el azt a korszerű ismeretszintet, amely lehetővé t enné az alapkutatási ered-
mények hasznosítási lehetőségeinek gyors felismerését, adaptálását, illetőleg 
a szükséges kommunikációs lánc kiépítését a megfelelő alapkutató labora-
tóriumokhoz. 

Mindezzel azt szeretném hangsúlyozni, hogy korunk követelményeinek 
csak korszerű szervezési módszerekkel, és korszerű oktatással tudunk meg-
felelni. 

Akadémiánk új gazdasági helyzete , a biológiai kutatáshoz szükséges 
módszerek árának hatalmas arányú növekedése kiemelt feladatunkká teszi 
a nemzetközi tudományos együttműködések fokozott — lehetőleg valuta-
mentes formában való — támogatását. Akadémiai és egyéb főhatóságokhoz 
tartozó biológiai, egészségügyi, és mezőgazdasági kutatóhelyekkel is foko-
zottan szervezett együttműködést kell kialakítanunk. Az i lyenfajta együtt-
működésnek eddig is már számos pozit ív példáját sikerült megvalósítani. 
Néhány példával illusztrálnám mi lyen alkalmazási lehetőségek bonthatók 
ki az elméleti kutatásokból. A tegnapi nagysikerű és új alkalmazási pers-
pektívákat megnyitó tudományos ülésszakunk az agrár-ökológiai potenciálról 
a korábbi évek, évtizedek hazai autökológiai, szünbiológiai, produkciós bioló-
giai kutatásokból sarjadt ki. A korszerű növényvédelem nem nélkülözheti 
az állatfajok és életmódjuk ismeretét. A víziszervezetek a műszereknél jobban 
jelzik a vizek minőségét; korábbi alapadatok nélkül a jelenlegi felgyorsult 
folyamatok nem lennének ellenőrizhetőek. A ma nagyüzemileg termelt hal-
ivadék előállításának elvi problémája több évvel ezelőtt Tihanyban alapo-
zódott meg. 

Az SZBK Enzimológiai Intézetében készült az az aminosavanalizátor, 
mely az esszenciális aminosavak gyors kimutatásával a mezőgazdasági ter-
mékek minőség ellenőrzését fejlesztette jelentősen. Enzimológiai Intézetünk 
nemzetközi szintű háttere lehet az élelmiszeriparban és az állati takarmányok 
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jobb hasznosításában oly jelentős szerepet v i v ő enzimológiának. A genetic 
engineering-nek már több gyakorlati eredménye van külföldön, pl. inzulin 
gén coli-ba való beépítésébe. Hasonló eredmények fogadására, adaptálására 
jól felkeszült hazai team-ünk van. 

A Paksi Erőmű nem működhetne megfelelő felkészültségű radiobio-
lógiai gárda nélkül. A nukleáris medicina ismertebb fogalma mellett a mező-
gazdaságban és az élelmiszeriparban is mind szélesebb körben alkalmazzák 
az ionizáló sugárzásokat, e kutatások metodikai alapjait a hazai sugárbio-
fizikai kutatások szolgáltatták. Ki lehetne próbálni több alapkutatást szol-
gáló műszer gyakorlati felhasználását, mint pl. az egysejtszámlálót az ivar-
specifikus sperma előállítására. Ennek esetleges sikerét az állattenyésztők 
— úgy vé lem — értékelnék. A molekuláris biológia átütő e lmélet i eredményeit 
nagy várakozás, majd erős szkepticizmus követ te hazánkban is. Megfelelő 
idő kellett ahhoz, hogy a módszerek, új technikák és magának a kutatási 
stratégiának öntörvényű trendje elérje a rendkívül bonyolult sejt-szöveti 
szintet. A magasabbrendű mechanizmusokba va ló tudatos — és nem ,,a sötét-
ben is lehet valamit markolni" e lven való — behatoláshoz idő kellett. A cito-
lógia, genetika, immunológia mai eredményei a molekuláris technikák is-
merete nélkül elképzelhetetlenek lennének. 

Az Osztály bizottsági tevékenységében is szervezetten erősíteni kell 
kapcsolatunkat a társfőhatóságokkal, mert val ljuk meg őszintén — e terü-
leteken sok még a tennivalónk. 

Feltétlenül rendezni és fokozni kell az együt tes tevékenységet, valamint 
a koordinációt az Oktatási Minisztériummal, az Egészségügyi Minisztérium-
mal, a Mezőgazdasági- és Élelmezésügyi Minisztériummal, a Természet- és 
Környezetvédelmi Tanáccsal, ill. az Országos Testnevelési és Sporthivatallal is. 

Tisztelt Osztályülés ! 
Most legyen szabad a jövő teendői legfontosabb alapelveinek felvázo-

lására rátérnem. 
Mindenekelőtt a fő célkitűzésünket kell világosan megfogalmaznunk: 

A magyar biológusok — s így a Biológiai Osztály — feladata az, hogy legjobb 
tudásuk szerint műveljék a biológia tudományát , mindezt elsősorban azért, 
hogy a tudomány eredményeivel társadalmunkat, a dolgozó népet segítsük 
abban, hogy hazánk anyagi és szellemi életszínvonala a lehető leggyorsabban 
növekedhessék. A X I I . pártkongresszus kijelölte és meghatározta a tudo-
mánnyal kapcsolatos elvárását: 

„A párt igényli a tudomány fokozottabb részvételét a döntések meg-
alapozásában, feladataink megoldásában. A tudományos munkában is az 
erők ésszerű koncentrálására kell törekedni, főleg azokon a területeken, ahol 
hagyományaink, adottságaink, a személyi feltételek és anyagi erőforrásaink 
reális lehetőséget adnak az eddiginél nagyobb eredmények elérésére. Terv-
szerűbbé kell tenni a kutató-fejlesztő munkát, a tudományos intézmények 
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és a termelőüzemek együttműködését . Részesüljenek jelentőségüknek meg-
felelő támogatásban a tudomány fejlődését, a társadalmi céljainkat szolgáló 
fontos alapkutatások." 

Azt hiszem ezen célkitűzéseket minden magyar biológus elfogadja és 
magáévá teszi . 

Ezen általános e lvárás alapján a prioritások kijelölése és az erők fon-
tosság, valamint adottságok szerinti e losztása közös feladatunk. 

A magyar biológiának — kis ország lévén — n e m lehet ereje arra, hogy 
a biológia egész területét lefedje és n a g y intenzitással művelje. Ki kell válo-
gatnunk azokat az irányokat, amelyeket a tudomány távlati fejlődése, vala-
mint a népgazdaság igényei hangsúlyozottan követelnek, ezekre kell mozgó-
sítanunk erőnk nagyobb részét. Ez azonban nem jelenti azt, hogy n e m kellene 
gondoskodnunk arról, h o g y minden fontosabb részdiszciplínában folyjék 
szinttartó kutatás, hiszen sohasem lehet tudni, h o g y a biológia rohamos 
fejlődése révén a súlypontok a közeli és távoli jövőben hogyan alakulnak. 

Alapkutatási sz inten azokat az irányokat kell művelnünk, melyekben 
nemzetközi versenyt bírni képes szakembergárdánk és megfelelő felszerelésünk 
is van. A népgazdaság által követelt kutatási célokat szintén súlypontozni 
kell és világosan el kell dönteni, hogy mi gazdaságosabb, ill. e lőnyösebb a 
hazai kutatás , vagy külföldi tapasztalat, licencek, know-how-k átvétele. Persze 
szem előtt kell tartani azt is, hogy annak kiválasztása, hogy éppen melyik 
szabadalmat vegyük át , és hogy azt adequát módon alkalmazzuk szintén 
jelentős kutatási tapasztalatot igényel. 

Osztályunknak 3 fő kutatási irányban kell f igyelmét és erejét kon-
centrálnia. 

1. Az életfolyamatok szabályozásának mechanizmusa (bioreguláció). 
2. A biológiailag akt ív vegyületek kutatása. 
3. Természet és környezetvédelmi kutatások (bioszféra). 
Az első — a Bioreguláció — témáért formálisan is a MTA, ill. Osztályunk 

a felelős, koordináló intézet az S Z B K , de több más intézetünk és kutató-
csoportunk is részt vesz benne. 

A nagyrészt alapkutatási je l legű kérdésfelvetésben számos orientált 
téma szerepel, melyek az orvostudomány és a mezőgazdaságtudomány prak-
tikus problémáihoz közel állnak, ill. i lyen jellegű konkrét együttműködés 
folyik. 

A biológiailag aktív vegyületek kutatásáért nem az Osztály a felelős, de 
számos intézetünk je lentős kapacitással vesz részt benne. Az a véleményünk 

és ez a felfogás alakult ki az Osztály tagjai Visegrádon tartott kötetlen 
eszmecseréjén is — h o g y fokozni kell e témában és egyáltalán a népgaz-
daság szempontjából is fontos magyar gyógyszeriparban az együttműködé-
sünket. A gyógyszergyártás, a mezőgazdaság kemizálása és a biológiai egyen-
súlyt a lehető legkevésbé károsító ágensek feltárásában. 
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A bioszféra főirány kutatásáért szintén nem Osztályunk a felelős, de 
eddig is úgy gondoltuk és a továbbiakban is az lesz a vezérelvünk, h o g y 
a magyar biológus szakembereknek mindig éberen kell őrködniük és legjobb 
tudásuk szerint a szaktudomány legmodernebb szintjén kell véleményüket 
kifejteni, ha kell, szenvedélyesen vitatkoznunk azért, hogy ez a szép ország 
gyermekeink és unokáink számára is kellemes és egészséges életkörülményeket 
tudjon biztosítani. 

Konkrétan: permanens feladatunk, h o g y szemmel tartsuk és tudo-
mányos módszerekkel ellenőrizzük biológiai környezetünket, továbbá óvó és 
javító intézkedéseket dolgozzunk ki 1. a Balaton, valamint 2. a Budapest-i 
agglomeráció kérdésében. 

Továbbra is tanulmányozni kell a Gabcsikovo—Nagymarosi dunai v íz-
lépcső biológiai egyensúly eltolódásainak várható alakulását, valamint a 
Tiszai vízlépcső hatásainak szakszerű ellenőrzését. 

Hosszú időre feladatunk marad még az atomipar kialakításával kap-
;solatos sugár- és hőszennyezési problémák tanulmányozása, konkréten a 
Paksi atomerőmű környezetbiológiai problémái. 

Az említett folyamatos feladataink mel let t fokozott gondot kell for-
dítanunk az ökológia tudományszakának fejlesztésére, már csak azért is , 
hogy a fenti feladatok megoldásához szakszerűbben tudjunk közelíteni. 

Új és az energiaéhséggel kapcsolatos — de még alapkutatási fázisban 
lévő feladatot is kaptunk az elnökségtől a bioszoláris energiaátalakítás kuta -
tását. Ez a munka egyelőre az SZBK Biofizikai Intézetében folyik élőkísérleti 
stádiumban. 

Csak a legfontosabb tudományos feladatainkat említettem, emellett 
még számos fontos és értékes t éma folyik, melyeket erőnk szerint támogatni 
javaslunk. Szeretném kihangsúlyozni, hogy az Osztály egyik állandó feladata 
kell legyen, hogy a világ biológiai tudományának növekedési pontjaira érzé-
kenyen reagáljon és terveit mindig rugalmasan, eszerint próbálja kidolgozni. 

Miután vázlatosan ecseteltem főbb célkitűzéseinket és főbb kutatási 
feladatainkat, vizsgáljuk meg, hogy milyen módszerekkel tudjuk ezeket meg-
valósítani. 

A Biológiai Tudományok Osztálya testület i szerv, munkáját ennek 
megfelelő formában kell végeznie. Az Osztálynak nincs a kutatások támoga-
tására anyagi lehetősége, de meglévő szakmai, szellemi tőkéjét képes kama-
toztatni, ha megtalálja azokat a szervezeti módokat és csatornákat, melyeken 
a szellemi energia anyagi erővé válik. 

Mindenekelőtt az Osztály tagjainak és a bizottságainkba tömörült lelkes 
és hozzáértő kollektívának egybehangolt és rendszeres tevékenységére v a n 
szükség. 

Azt hiszem, a hozzáértéssel nincs baj, de a szervezettséget, rendszeres-
séget és az együttes , egyértelmű fellépés vonalát még erősítenünk kell. 
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Bizottságaink rendszerét nem javasoljuk gyökeresen megváltoztatni, de 
fokozni kívánjuk az interdiszciplinaritást és együttműködést más tudomány-
területek képviselőivel. Javasoljuk, hogy hozzunk létre két akadémián kívüli 
testületekkel közös bizottságot is: 

1. Természetvédelmi Bizottságot az Országos Természet- és Környezet-
védelmi Hivatallal. 

2. Sportbiológiai Bizottságot az Országos Sporthivatallal. Gondolko-
zunk azon, hogy a Neurobiológiai Bizottságot az Orvosi Osztállyal közösen 
működtessük és nagyobb figyelmet k ívánunk fordítani a Földtudományok 
és az Orvosi Osztály közös bizottságában a Bányaegészségügyi és Bányászati 
Ergonómiai Bizottságban való tevékenységünkre. 

Munkánk szakmai színvonalának fejlesztésében legfontosabb kutatóink 
képzettsége, ezért fokozni kívánjuk az egyetemekkel való együttműködést , 
de követni kívánjuk az általános és középfokú biológiai oktatást is. Meg-
valósuláshoz kell segítenünk a biológus posztgraduális képzést mind kutatói, 
mind biológus-tanári szinten. 

Hogy a felsorolt feladatokat megoldhassuk, igen jelentős mértékben 
kell javí tanunk a már említett szakfőhatóságok, valamint a Természettudo-
mányi II . Biológiai Főosztállyal való együttműködésünk színvonalát és rend-
szerességét. Ezen együttműködések alapja az lehet, hogy javaslatainkat 
mindig szakmailag a legmagasabb szinten, reálisan, időben tesszük meg, 
s nemcsak tőlük kapott kérdésekben nyilatkozunk, hanem — mint a tudo-
mány helyzetének legmagasabb szintű ismerőitől elvárható — iniciatívákat 
is felvetünk és ezzel a fejlődés perspektíváinak kijelölésében is segítséget 
nyújtunk. Meg vagyok győződve arról, hogy ilyen feltételek mellett minden 
szakigazgatási szerv szívesen és intenzívebben fog velünk együttműködni. 

A fent i szervezeti jellegű tevékenység mellett van egy fontos felada-
tunk, melyet a munka hatékonysága miat t is előtérbe kell helyezni. A nívós 
szakmai tudományos ankétok, munkaértekezletek, vitaülések számának növe-
lése. Az alkotó légkörű szakmai v i ták , a megfelelő építő kritikai szellem, 
a fiatal szakemberek aktivizálása igen jelentős mértékben megnövelheti 
ütőképességünket, munkánk eredményességét és a társadalom számára való 
hasznosítását. 

Tisztelt Osztályülés ! 
Meg vagyok győződve arról, hogy az igen tehetséges magyar biológusok 

tábora egyetért ezen célkitűzésekkel. Rajtunk, a Biológiai Tudományok 
Osztályán múlik, hogy mennyire sikerül a következő ötéves tervperiódusban 
ezeket az erőket mobilizálni és összefogni. A testület i jellegű munkában 
sokszor v a n olyan érzése az embernek, hogy erőfeszítései hiábavalóak, süket 
fülekre, sőt néha rosszindulatra találnak. Én hiszek a „szellemi energia meg-
maradásának" elvében. E g y valóban értékes gondolatsor, terv, javas lat , 
ha aktuálisan el is vetik — előbb-utóbb hasznosítódik és nem vész el. Meg 
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vagyok győződve arról, hogy ha így fogjuk fel a testületi munkát, találni 
fogunk elég aktív, energikus fiatal és lélekben fiatal biológust, aki hajlandó 
csatasorba állni és a magyar biológia felvirágoztatásáért lelkesen dolgozni. 

HOZZÁSZÓLÁSOK 
A L F Ö L D I L A J O S : 

Tisztelt Osztályülés ! Az elnöki beszámolóban említés történt a Szegedi 
Biológiai Központ működéséről is. 

Intézményünk alapításakor az Akadémia vezetése megszabta felada-
tainkat. Első helyen azt a feladatot kaptuk, hogy a kísérletes biológia néhány 
aktuális területén érjük el a nemzetközi szintet, sőt a nemzetközi mezőnyben 
legyünk versenyképesek. Úgy gondolom, nem az én feladatom, hogy az elért 
eredményeinket értékeljem, éppen ezért azt szeretném kérni az Osztály veze-
tésétől , hogy a jövő évi akadémiai nagyhéten biztosítson számunkra lehető-
séget eddig elért tudományos eredményeink bemutatására. Ez a bemutatás 
annál is inkább aktuálisnak látszik, mert intézményünk megnyitásának jövő 
évben lesz a 10. évfordulója, s az Osztály és a hazai tudományos közvélemény 
méltán lehet kiváncsi arra, hogy eleget tettünk-e a ve lünk szemben támasztott 
követelményeknek. 

Szakmai jellegű feladataink megítéléséhez hozzá szeretném még tenni, 
hogy az elmúlt néhány évben különös hangsúlyt nyert alapkutatási felada-
tainknak olyan módosítása, hogy azok népgazdasági haszonnal is járjanak. 
Ennek a kívánalomnak olyan módon próbáltunk eleget tenni, hogy szoros 
kapcsolatot építettünk ki a gyógyszeripar és a mezőgazdaság felé. A Gyógy-
szerkutató Intézettel, nagy gyógyszergyárainkkal mint a Kőbányai Gyógyszer-
árugyár, CHINOIN, EGYT, BIOGAL, ALKALOIDA Gyógyszervegyészeti 
Gyár, mindennapos kapcsolatba kerültünk. A mezőgazdaság területén a 
Gabonatermesztési Kutató Intézettel, a Sasad Tsz-el, a Rozmaring Tsz-el, 
a Dohánykutató Intézettel és még sok más mezőgazdasági jellegű munkát 
fo lytató intézménnyel kerültünk kapcsolatba. Ugyancsak megtaláltuk a kap-
csolatot a növényvédőszeriparral is. Ezeknek a gyakorlati kialakításoknak az 
orientálásánál nagy segítségünkre volt az Országos Műszaki-Fejlesztési Bizott-
ságtól kapott céltámogatás. 

Elsődleges kutatási feladataink mellett még két fontos feladatot kap-
tunk. Egyik a posztgraduális kutatóképzésben való intenzív részvétel, a másik 
a nemzetközi kapcsolatok megfelelő szinten történő kiépítése. 

A posztgraduális képzés területén legsikeresebbnek a nemzetközi tovább-
képző tanfolyamunkat tekintjük, ami 8 évvel ezelőtt a U N D P —UNESCO 
támogatás keretében indult. Három éve azonban kizárólag saját erőből működ-
tetjük. Erre a nemzetközi továbbképző tanfolyamra évente 15 — 20 külföldi 
hallgatót áll módunkban felvenni, és minden évben kétszeres — négyszeres 
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túljelentkezés mutatkozik. Hazai 15 helyünkre azonban még sosem volt 15 
hazai jelentkező. 

A nemzetközi kapcsolataink úgy véljük jól alakultak. Különösen fontos 
ez azért, mert az igazán új tudományos ismereteket gyorsan és időben szemé-
lyes kapcsolatok alapján lehet megszerezni. H a egy kutató egyedül a publikált 
anyagra támaszkodik, jó pár éves késésben van. 

Különösen örömünkre szolgál , hogy a szocialista országok akadémiai 
intézményeivel is kitűnő kapcsolatokat építettünk ki, és a Szovjetunió nagy 
biológiai központjaival, a puscsinoi , novoszibirszki és a moszkvai akadémiai 
intézetekkel sikerült az együttműködési lehetőségeket megtalálni. 

Az elmondottak után szeretném megköszönni az intézetünknek nyújtott 
támogatást és kérni, hogy a Biológiai Osztály a jövőben még fokozottabban 
v e g y e n részt a kutatóközpontunk tudományos profiljának kialakításában és 
formálásában. 

T E R P Ó A N D R Á S : 

Tisztelt Osztályülés! Az MTA Botanikai Bizottságának Botanikus-
kerti Albizottsága 10 éve alakult. Feladatul kapta a magyarországi botanikus 
kertek helyzetfelmérését, ajánlások kidolgozását tudományos tevékenységük 
koordinálására, fejlesztésére. A helyzetfelmérés során abból indultunk ki. 
h o g y Európában a botanikuskertek (arborétumok stb.) többszáz éves tudo-
mányos múltra tekintenek v issza; a kísérletes tudomány bölcsői voltak 
és az űn. génalaptartalékok létesítésében, továbbá ritka (kipusztulóban lévő) 
növények betelepítésében és megmentésében messze megelőzték a ma álta-
lánossá váló, a környezetvédelem körébe tartozó intézkedéseket, eljárásokat. 

Annak érdekében, hogy a kertek szakemberei megismerjék egymást, 
eddig négy országos tanácskozást tartottunk és bekapcsolódtunk a szocialista 
országok botanikuskerti szervezeteinek munkájába is ( N D K , Csehszlovákia). 
Kiadtuk a hazai kertek jegyzékét (TERPÓ A. : „A magyarországi botanikus-
kertek jegyzéke és bibliográfiája"), amely azóta elfogyott. 

A botanikuskerti tanácskozásokon o lyan kérdéseket vitattunk meg, 
mint pl.: 

— a kertek és a természetvédelmi területek munkájának összehangolása: 
— a szakosítás és az élőgyűjtemények; 
— a botanikuskertek növényanyagának tudományos és gyakorlati hasz-

nosítása; 
— valamint általában megtárgyaltuk a botanikuskertek nemzetközileg 

is hangsúlyozott funkcióit, amelyek a következők: 
1. biológiai közművelődési feladatok; 
2. szakmai, oktatási tevékenység; 
3. tudománvos feladatok ellátása; 
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4. „Index Seminum" kiadása, azaz bekapcsolódni a nemzetközi szapo-
rítóanyag cserébe és a nemzetközi botanikuskerti szervezeti életbe. 

A teljesen kialakult kertek bekapcsolódtak a nemzetközi szaporítóanyag 
(mag) cserébe is. Ez a kertek egy olyan negyedik funkciója, amelyet a magyar-
országi kertek közül csak 13 kert végez. Ha hozzátesszük még azt , hogy 
néhány intézmény közösen ad ki Index Seminumot, akkor ez a s z á m eléri 
a 17-et. 

A botanikuskertek első feladatát értékelve hangsúlyoznunk kell, hogy 
azok mindig kulturális intézménynek is számítottak. Egyéb kulturális intéz-
ményektől (színházak, múzeumok, állatkertek), abban különböznek, hogy 
a pénzügyi támogatásuk rendkívül csekély. Ennek ellenére erről a kérdésről 
is beszélnünk kell, mert a soron következő feladatok, mint: 

a) az élő gyűjtemények bemutatókon történő hasznosítása; 
b) a kiskertmozgalom segítése; 
c) növényismereti tanfolyamok rendezése; 
d) biológiai versenyek szervezése. 

elengedhetetlenné teszi a színvonalas és főleg a korosztályoknak, továbbá 
a szakmai képzettségnek megfelelő, színvonalas biológiai közművelési és 
pedagógiai tevékenység végzését. 

A bemutatók közül ki kell emelnünk néhányat, amelyek már közismer-
tek az országban. Legjelentősebb a Jeli Erdészeti Botanikus Kert (Kám) 
rendszeresen, évről-évre visszatérő — rhododendron bemutatója, a Dísznövény 
és Gyömölcstermesztési Kutató Intézet rózsabemutatója (Budapest), a Kertészeti 
Egyetem Soroksári Botanikus Kertjének gombabemutatója. 

A botanikus kertek mint a tudományos kutatás legrégibb intézményei 
— ma is több esetben kisebb ráfordításokkal (beruházással) — végeznek 
korszerű kutatómunkát (kísérleti-ökológiai, kísérleti-rendszertan, feno-ökoló-
gia). Mások viszonylag kisebb anyagi és személyi támogatással bekapcsol-
hatók lennének a kísérleti kutatómunkába. 

Azt is hangsúlyoznunk kell, hogy a nemzetközi tapasztalatokból olyan 
következtetések vonhatók le: csak az olyan kutatómunka hat fejlesztőleg 
egy-egy füvészkertre, amelyik szorosan összefügg a kert sajátos tevékeny-
ségével, céljaival. Ha az intézmény v a g y a kert kutatási tervében ez nem 
szerepel, egyszóval ha nem az említett típusú kutatási munkát végezzük, 
akkor az annyira elkülönülhet a botanikus kerttől, hogy inkább teher, mint 
előny, a botanikus kerti funkciók sikeres végzéséhez. 

Bizonyos minimális kutatómunka minden kertben végezhető. Amennyi-
ben azt is jobban tudatosítjuk, hogy minden botanikus kert fő tevékenysége 
— a kisebb-nagyobb élőgyűjtemények összehasonlítása és fenntartása, azaz 
a gyűjtemények szakszerű elrendezése és meghatározása, mindig kísérleti és 
kutatómunka is — akkor eljutottunk odáig, hogy a kertek, ill. az élőgyűjte-
mények létesítése, a rendkívül eltérő ökológiai igényű növények sikeres meg-
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tartása, nemcsak a termesztés, hanem a tudományos kutatómunka szférájába 
is tartozik. Az így fenntartott és feldolgozott (néha részben már honos í to t t 
potenciálisan is tudományos értékű anyag, je lent i a génalaptartalékokat, és 
további kutatásokra, más intézmények részére is rendelkezésre áll. 

Gyakran nevez ik a volt kastélyparkokat az ún. történelmi kerteket is 
botanikus kerteknek (arborétumoknak). 

A történelmi kertek rendszerint természetvédelem alatt állnak, a kert 
s t í lusa miatt, v a g y értékes — rendszerint — idegenföldi fafajaikért. Mint 
élőgyűjteményeket v a g y dendroparkokat feltétlenül támogatnunk kell. Az is jó 
megoldás, ha egy -egy botanikus kert vagy arborétum vállalja szakmai gondo-
zásukat és fejlesztésüket; ezt a formát érdemes volna általánossá tenni. 

A botanikus kertek és a védett területek élőgyűjteményeinek fenn-
tartására, kutatására, a biológiai köznevelésben történő hasznosítására irá-
n y u l ó évszázados törekvéseket nemcsak nálunk, hanem külföldön is — a kor-
szerű igényeknek megfelelően — napirendre t ű z t é k . Bár botanikus kertjeink 
fő funkcióikban, i l letve típusaikban jelentős mértékben eltérnek egymástól — 
vannak köztük iskolakert típusú, tudományos célú (kutatóintézeti), ismeret-
terjesztő jellegű kertek —, mindegyik rendelkezik ma értékes és elég gazdag 
növényanyaggal. 

Füvészkerti, eddigi gyakorlati munkájuk során sokat tettek a ritka, 
értékes és hasznos (vadontermő (félkultúr-) növények megőrzése, fenntartása 
és bemutatása érdekében. Nem jelentkezik tehát teljesen új feladatként az 
é lőgyűjteményeknek, a mai igények szerint történő létesítése, fenntartása, 
kutatása, bemutatása és a gyakorlatnak vagy az alkalmazott kutatási ágaza-
toknak való á tadása . 

Feladataik megvalósítása érdekében u g y a n sok nezézséggel kell meg-
küzdeni, de ezen a szakterületen dolgozó szakemberekre sem volt jellemző, 
h o g y nem tettek vo lna meg mindent a növénvkertek fejlesztéséért, az értékes 
növényanyag begyűjtéséért , fenntartásáért. Anyagi és szakember ellátott-
ságuk növekedésével , a kertek és a kapcsolódó intézmények koordinációjának 
fejlődésével, munkájuk a mainál is lényegesen eredményesebbé válhat. 

B O D R O G K Ö Z Y G Y Ö R G Y : 

Tisztelt E lnök Úr, Tisztelt Hallgatóság ! A nagy érdeklődéssel hallgatott 
osztálybeszámolóval kapcsolatban, mely röviden foglalkozott a hidrobiológia, 
valamint a környezet- és természetvédelem problémaköre kutatásának hely-
zetével is, kiegészítésként szabad legyen megemlítenem, hogy a Tiszakutató 
Munkaközösség évtizedek óta foglalkozik a Tisza-völgy hasonló feladatainak 
kutatásával. Az ötvenegy tagot számláló Munkaközösség tagjait , akik között 
az egyetemek és főiskolák munkatársain, a v ízügyi igazgatóságok szakembe-
rein kívül biológus tanárok és muzeológusok egyaránt képviseltek, kizárólag 

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 



HOZZÁSZÓLÁSOK 2 6 9 

a szakmai érdeklődés és lelkesedés kovácsolt össze egységes, társadalmi 
jellegű munkacsoporttá. Megoszlásukat tekintve vízkémikusok, hidrobioló-
gusok, természetföldrajzosok és klimatológusok. zoológusok és botanikusok 
alkotnak kisebb-nagyobb kutatócsoportokat. Feladatuk az általános Tisza-
völgy kutatás , az ott fel lelhető ökoszisztémák és környezetökológiai viszo-
nyaik, produkcióbiológiai változásainak feltárása mel lett , kiemelt fe ladatok 
megoldása. Erőinket elsősorban a Mártély—Saséri Tájvédelmi Körzet termé-
szetes biocönózisainak a lehetőségek keretein belüli rekonstrukciója, va lamint 
a Kiskörei-víztároló környezet átalakító hatásának vizsgálata köti le. Ugyan-
akkor hozzákezdtünk a leendő Alpári víztároló területének hidrobiológiai-
biocönológiai kutatásaihoz is. 1980-tól előbbre lépve, egyidőben kölcsönösen 
végzett, az egyes kutatócsoportok vizsgálati eredményeire támaszkodva, a 
környezetökológiai tényezők, elsősorban a hidrográfiai és edafikus hatások 
maximálisan figyelembe v e v ő komplex kutatások indultak, melyek össz-
hangba kerülnek és hozzájárulnak a gyakorlat által igényelt vízminőségi, 
haltenyésztési, vadgazdálkodási, rét- legelőművelési, erdészeti és nem utolsó 
sorban a természetvédelmi kérdéseknek a Tisza-völgy vonatkozásában történő 
megoldásához. 

Eredményeink nemzetközi vonatkozásban is elismertek, Horváth Imre 
professzor által annak idején megindított kapcsolatfelvételek eredményeként 
a Szovjetunióban az Ungvári és Jugoszláviában az Újvidéki Tudomány Egyetem-
mel válik, i l letve vált lehetőség tiszakutatási együttműködési szerződés meg-
kötésére. Ezáltal a Tisza forrásvidékétől a torkolatáig összehangolt bioöko-
lógiai vizsgálatok időszaka veheti majd kezdetét, egységes munkaprogram 
keretében. 

Legnagyobb problémát a szűkös anyagi lehetőségek jelentik. Vázolt 
feladatainkat csak megfelelő anyagi háttér biztosítása teszi realizálhatóvá. 
Nagy erőfeszítések árán tudja csak megjelentetni periodikánknak a Tiscia-nak 
évenkénti köteteit , melyek cseréje a könyvtár, ill. folyóirat állományunk fenn-
tartásának, fejlesztésének egyetlen biztosítéka. Ehhez kérjük a Biológiai 
Tudományok Osztályának további erkölcsi és anyagi támogatását . 

S A L Á N K I J Á N O S : 

Tisztelt Biológiai Osztály ! Az utóbbi években egyre gyakrabban hangzik 
el a szelektív kutatástámogatás mint követendő finanszírozási elv. Részletesen 
szólt erről az elnökségi és a főtitkári beszámoló is. Ezzel összefüggésben egyre 
inkább felmerül a kutatómunka objektív értékelése iránti igény és gyakran 
esik szó azokról a módszerekről, melyek bevezetése ennek érdekében célirányos 
lenne. Az igazság az, hogy különböző nyi lvános fórumokon többnyire dicsérni 
tudunk csak, bírálni még alig. Az értékelés eme kevésbé népszerű válfaja leg-
feljebb a folyosókon vagy csak négyszemközti beszélgetéseken hangzik el és 
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gyakorta ugyanez tapasztalható a tudományos minősítés disszertációs v i tái 
kapcsán is. Márpedig nyilvánvaló, hogy az objektív értékelés — mint ahogy 
a tudományos közvélemény is — nemcsak elismerést, h a n e m bírálatot, sőt 
elmarasztalást is magában foglal, de ennek kimondására, ami kényelmetlen, 
nem túlságosan bálás, sőt sokak szemében barátságtalannak t ű n ő magatartás, 
nem sokan vállalkoznak. Azt gondolom, az így kialakult helyzetben reálisan 
nem is várható, hogy egyik napról a másikra lényeges vá l tozás következzen 
be a nagy kongresszusokon, vándorgyűléseken, konferenciákon elhangzó elő-
adások vitája tekintetében. Az azonban elvárható, hogy szűkebb műhely-
megbeszéléseken, így elsősorban az Osztály szakmai bizottságaiban érdemi és 
objektív értékelésre, kritikára, szakszerű véleménymondásra kerüljön sor 
a beszámolók és tervek megbeszélése, a kutatóhelyek meglátogatása során. 
Azért tulajdonítok ebben nagy fontosságot az Osztály bizottságainak, mert 
ott , szakmailag hozzáértő szűkebb körben jobban elvárható a szókimondó 
bátorság, továbbá megteremthetők a lélektani feltételei is nemcsak az el-
ismerés kinyilvánításának, de a kritikai megjegyzések elmondásának, az 
aggályok és kényes kérdések felvetésének, vitára serkentő javaslatok meg-
tételének, tanácsok adásának is. 

Az értékeléshez természetesen jelentősen hozzájárul a tudományos 
eredmények közzététele, mind a konferenciákon, hazai és külföldi kongresszu-
sokon való előadás, mind a közlemények megjelentetése. Ú g y gondolom nem-
csak elégséges, de talán sok is a hazai rendezvények száma, mert gyakori, 
hogy ugyanazzal az anyaggal — esetleg más társszerző előadásában — t ö b b 
helyen is találkozni lehet. Ennek az is oka, hogy a Társaságok és különböző 
szervek rendezvényeinek tematikája nincs koordinálva és a különösen divatos 
témák rövid időn belül többféle szervezésben — de majdnem azonos elő-
adókkal — is megjelennek a tudományos közélet porondján. Hasznos lenne, 
ha az Osztály megfelelő ütemezésben foglalkozna a területéhez tartozó szerve-
zetek éves rendezvénytervével, megkísérelné koordinálni azokat és javaslatot 
is tehetne témákra, illetve a felesleges párhuzamosságok kiiktatására. Lénye-
gesnek tartanám a hazai nemzetközi rendezvények további támogatását, ahol 
egy-egy hazai kutatási irány v a g y iskola nemzetközi fórum előtti bemutatása 
teljesebben történhet meg, mint amit egy-egy kutató külföldi kongresszuson 
való részvétele biztosíthat. 

A tudományos munka értékelésében a szcientometriai módszerek egyre 
inkább elterjednek hazánkban is. A TMB kezdte ezt azzal az igénnyel, hogy 
a doktori fokozatra pályázóknak be kel lett nyújtaniuk a munkáikra va ló 
irodalmi hivatkozások jegyzékét , és ma már az Akadémiai könyvtárban 
hozzáférhetők az idézettség-figyeléssel kapcsolatos világadatok, melyek mint-
egy 3800 folyóirat folyamatos feldolgozásából származnak. Jóllehet ez a mód-
szer is távol van a tökéletességtől, arra azonban egyértelműen ráirányítja 
a figyelmet, hogy a legjobb tudományos eredmények értéke is csak akkor 
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realizálódik, ha a publikálási politika biztosítja azoknak a nemzetközi iroda-
lomba való bejutását. Ehhez elengedhetetlen a hazai kutatási eredmények 
külföldi folyóiratokban, illetve az Akadémia idegennyelvű Actáiban való 
közlése. Utóbbiakat sok kritika éri, nem mindig jogosan. Ezen a fórumon, 
mint az Acta Biologica jelenlegi főszerkesztője, szeretném elmondani: nem 
a kiadói és nyomdai átfutás jelenti a fő gondot — bár zavarok és hiányosságok 
a Kiadó munkájában is vannak — hanem az, hogy sok szerző az Actához 
küldött kéziratok esetében távolról sem jár el azzal a gondossággal és gyorsa-
sággal, mint a külföldi folyóiratok esetén teszi. Biztosan állíthatom, hogyha 
elegendő számú és csak nyelvi lektorálást kívánó angolsággal megírt kézira-
tokat kapnánk, továbbá, ha nem akadna minden számnál egy-két gondatlan, 
lassú, és hogy úgy mondjam nemtörődöm szerző, aki a nyomdai munkát 
a korrektúrák javítása idején hátráltatja, a benyiíjtástól számított 8—10 
hónap alatt a dolgozatok megjelenhetnének. Nagyon jó lenne persze, ha az 
Akadémia segíteni tudná a Kiadót és az Acták szerkesztőségeit szakavatott 
fordítók, ill. nyelvi lektorok képzésében, továbbképzésében és a jelenleginél 
serkentőbb díjazásában. 

Szó esett a beszámolóban arról, hogy az Akadémia alapvető feladatának 
tekinti az alapkutatás támogatását, de ezzel együtt szorgalmazza az ered-
mények gyakorlati hasznosítását, a gyakorlattal való kapcsolatot is. Fontos-
nak tartom mind a kettőt, de kiemelendőnek vélem: szükséges az alapkutatás 
támogatásának nemcsak hangsúlyozása, de gyakorlata is, mert ezt az Akadé-
mia helyett más főhatóság feladatánál fogva nem teszi meg. Az alapkutatások 
művelése elsődlegesen az Akadémia által fenntartott és támogatott kutató-
helyekre, valamint az egyetemekre hárul. Mindamellett én is úgy vélem, a 
Biológiai Osztály is többet tehet a gyakorlati igények kielégítése, illetve az 
elért eredmények gyakorlati felhasználása tekintetében, mint amit eddig 
tett . Éppen ennek érdekében javasolnám, hogy a Bizottságok újraszervezése 
során a fiatalítás mellett, — ami a fehér könyvben feladatként szerepel — 
azt is fontolja meg az Osztály, miként lehetne gyakorlati szakembereket is 
bevonni a Bizottságok munkájába. Ez javítaná az információ áramlását, az 
eredmények alkalmazási lehetőségeinek feltárását, érdemi együttműködés ki-
alakítását a kutatóhelyek és a gyakorlati intézmények között. Az elmúlt évek-
ben különösen az olyan nagy intézetek, mint az SZBK és mások sok eredményt 
értek el ebben a vonatkozásban, de azt hiszem, a kormány által kijelölt fő 
kutatási témák közül pl. a gyógyszer- és növényvédőszer kutatásban az 
élettani kutatások révén az eddiginél több bekapcsolódási lehetőség kínál-
kozik. Jelenleg az a helyzet, hogy még a régen megfogalmazott és kialakult 
elképzelések megvalósításának üteme is igen vontatott és bizonytalan. Példa-
ként elmondhatom, hogy még osztályelnök korában Szentágothai akadémikus 
vete t te fel 1972-ben, hogy a rovarkártevők elleni védekezés, így a hazai növény-
védőszerkutatás korszerű rovarélettani kutatásokat igényelne. Erre válasz-
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ként és főosztályi támogatással a Tihanyi Biológiai Kutatóintézetben el is 
indult egy kezdeményezés, hogy az ottlévő neurobiológiai csoport felszereltség-
ben és szellemi kapacitásának felhasználásával egy ilyen irányzat kifejlőd-
hessen. Ez a fejlesztés azonban megtorpant, jelenleg csak egy kis volumenű 
célprogram és a NEVIKI-ve l va ló 5 éves külső megbízásos szerződés biztosítja 
a kezdeményezés fenntartását. Azt gondolom, szükséges a finanszírozó, intézet-
fejlesztést biztosító főosztály egyértelmű állásfoglalása annak érdekében, 
h o g y tudjuk, vajon a korábbi elhatározás és a helyi erőből kialakult kezdemé-
nyezés megvalósulásának, ill. kibontakozásának támogatására lehet-e 
számítani és célszerű-e tovább folytatni az eddigi, már eredményt is fel-
m u t a t ó erőfeszítéseket, vagy sem. Köszönöm a f igyelmet. 

S A J G Ó M I H Á L Y : 

Tisztelt Osztályülés ! Az Acta-kérdéssel kapcsolatban szeretném a figyel-
m e t egy vé leményem szerint lényeges körülményre felhívni. 

Már az e lőttem szólók említették, hogy az Acta-sorozat füzetei a ter-
vezetthez képest jelentős késéssel jelennek meg. Ennek okaként a beküldött 
kéziratok egy részének alacsony színvonalát, gyenge fordítását, illetve az 
Akadémiai N y o m d a munkájának lassúságát jelölték meg. 

En magam már tizenötödik éve végzem igaz örömmel az Acta Bio-
chimica et Biophysica biokémiai anyagának technikai szerkesztését így alkal-
m a m volt egy sajnálatos fo lyamat kialakulását megfigyelni, mely részben 
magyarázza ezt az időbeni elcsúszást. Ez az ok a következő. Jelenleg a folyó-
irat - a közlésre kész kéziratanyagot tekintve — szinte egyik napról a másikra 
él. Keservesen gyűlik össze egy-egy füzetnyi anyag, ezért rendszerint késünk 
a nyomdakész kézirat leadásával. Ha elcsúszunk a leadással, már a Nyomda 
ütemezéséből is kiesünk, tehát késni fog a megjelenés. Ha késik a megjelenés, 
természetszerűleg nyúlik egy-egy cikk átfutási ideje, ezért kevesebb cikket 
kapunk: a kör bezárul. 

Nem állítja senki, hogy az Acta Biochimica et Biophysica az élvonalba 
sorolt folyóirat. De az is tény, hogy a Current Contents-ben időnként meg-
je lenő értékelés szerint idézettségét tekintve nem áll éppen rossz helyen, 
annyira semmiképpen nem rossz, hogy a hazai kutatók ennyire tartózkod-
janak a folyóiratban történő közléstől. 

Ügy érzem, hogy elsősorban ott lehet segíteni, ahol a segítség rajtunk 
múlik. Javaslom ezért az Osztály nagytekintélyű és nagyhatalmú tagjainak 
h o g y szelíden v a g y kevésbé szelíden kíséreljék meg munkatársaikat úgy 
befolyásolni, hogy eredményeik egy részét az Actában közöljék. Ha a Szer-
kesztőségnek elegendő anyag áll rendelkezésére, már van remény arra, hogy 
az ördögi kör felnyíljon és a jelenlegi képtelenül hosszú átfutási idő rövidüljön. 
Köszönöm figyelmüket. 
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A MATEMATIKAI ÉS FIZIKAI TUDOMÁNYOK 
OSZTÁLYÁNAK, AZ ORVOSI TUDOMÁNYOK 

OSZTÁLYÁNAK, 
valamint 

A BIOLÓGIAI TUDOMÁNYOK OSZTÁLYÁNAK 
EGYÜTTES TUDOMÁNYOS ÜLÉSE 

1980. május 7 - 8 . 

ÚJ VONÁSOK A BIOFIZIKÁBAN 

A Z E L Ő A D Á S O K P R O G R A M J A 

T A R J Á N I M R E , az MTA rendes tagja, az ülés elnöke: Megnyitó 
S T R A U B F . B R Ú N Ó , az MTA rendes tagja: Biológiai makromolekulák szerke-

zete és funkciója 
ZÁVODSZKY P É T E R , A biológiai tudományok kandidátusa: Az immunglobulin 

különböző tevékenységek összehangolása e g y makromolekulában 
CSER LÁSZLÓ, A fizikai tudományok kandidátusa: Az immunglobulinok kon-

formációjának vizsgálata 
D A M J A N O V I C H S Á N D O R , A biológiai tudományok doktora és munkatársai: 

A fehérje matrix dinamikája és az enzimfunkció közötti kapcsolat 
V E N E T I A N E R P Á L , a biológiai tudományok doktora: Génműködés és nuklein-

savszerkezet 
R O N T Ó G Y Ö R G Y I , a biológiai tudományok kandidátusa: Pontszerű sérülések 

fágokban 
K E S Z T H E L Y I LAJOS, a fizikai tudományok doktora: Membránhoz kötött 

fehérjék működése 
G Y Ö R G Y I S Á N D O R , a biológiai tudományok kandidátusa: Szerkezeti átalaku-

lások lipidmembránokban 
SZENTÁGOTHAI J Á N O S , az M T A rendes tagja: Idegi strukturák és funkciójuk 
S A L Á N K I J Á N O S , az M T A levelező tagja: Az idegsejt elektromos aktivitása 
F E H É R OTTÓ, az orvostudományok doktora: Tanulás az idegsejt szintjén 
L Á B O S E L E M É R , a biológiai tudományok kandidátusa: Neuronális rendsze-

rek analízise és szintézise 
Z I M Á N Y I JÓZSEF, a f izikai tudományok doktora: Neuronhálózatok önszerve-

ződésének egy matematikai modellje 
Y Á M O S T I B O R , az M T A rendes tagja: A mesterséges és természetes intelligencia 
T I G Y I JÓZSEF, az M T A rendes tagja: Távlati lehetőségek 
B E R É N Y I D É N E S , az M T A levelező tagja: Elektronspektroszkópia: Uj lehe-

tőségek a biológiai-orvosi problémák kutatására 
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K A P U Y E D E , a fizikai tudományok doktora: Kvantumkémiai módszerek 
S Z L Á V I K F E R E N C , a K F K I Műszaki igazgatóhelyettese: Számítógépes kardio-

lógiai módszerek 

M E G N Y I T Ó 

T A R J Á N I M R E , az M T A rendes tagja 

Korunk tudományát a fokozódó interdiszciplinaritás jellemzi. Az utóbbi 
években a közgyűlések alkalmával többször került sor komplex, több tudo-
mányágat , következésképp több tudományos osztályt érintő tudományos 
programok szervezésére és lebonyolítására. Az idén a Matematikai — Fizikai 
Tudományok, az Orvostudományok és a Biológiai Tudományok Osztályai 
áll ítottak össze közös programot, új vonások a biofizikában címmel. 

Témáink elsősorban az atomi és molekuláris kölcsönhatások biológiailag 
is érdekes kérdéseivel, valamint a szerkezet és a funkció közötti kapcsolatok 
problémáival foglalkoznak. Pontosabban: az előadások három kérdéskör köré 
csoportosulnak. Az egyik a biológiailag érdekes makromolekulák, éspedig 
fehérjék, a nukleoproteidek (kromoszómák) és a lipoproteidek (biológiai 
membránok) szerkezetével és funkciójával foglalkozik, a másik az idegi struk-
túrákkal és funkcióikkal, a harmadik pedig a szerkezetvizsgálati fizikai mód-
szereinek újabb hatásos lehetőségeivel. Természetesen a programban szereplő 
előadások nem adnak teljes képet m é g a megjelölt témakörben sem az itthoni 
munkákról. Néhány újdonság bemutatásáról van szó, ez is speciális aspektus-
ból, éspedig főként a fizika oldaláról. 

Ú g y vélem, magyarázatot k í v á n a címben szereplő „új vonások" kifeje-
zés. Ezzel igényességünket k ívántuk kifejezésre juttatni. Olyan eredmények 
ismertetésére gondolunk, amelyek nemcsak önmagukban érdekesek, hanem 
új összefüggésekre mutatnak rá, v a g y új megközelítési módokat jelentenek, 
mindenesetre további gondolatokat ébresztenek. 

Hazánkban a biofizikának szép hagyományai vannak. Ernst Jenő nem-
csak itthon, de nemzetközileg is az elismert úttörők közé tartozik. Aktivi-
tásának lényeges szerepe volt abban, hogy hazánkban viszonylag korán ala-
kultak ki kisebb-nagyobb kutatócsoportok is, és ezek száma növekedőben 
van. Az utóbbi években különösen megnőtt az érdeklődés a biofizika iránt 
a legkülönbözőbb alapképzettségű kollégák körében. A fokozódó érdeklődés 
összefügg azzal a ténnyel , hogy n a g y lépéseket tet tünk meg az anyag lényegé-
nek a megismerésében, és ebben éppen a fizika járt és jár elöl. Ez a fejlődés 
teszi lehetővé, hogy minden természettudományban a jelenségek, folyamatok 
alapjait atomi, ill. molekuláris sz inten kereshessük. Ha az atomok, molekulák 
vi lágában mozgunk, eltűnik az a különbség a tudományágak között, ami 
valamikor a szeparálódás alapjául szolgált, de ami csak addig v a n meg, amíg 
makroszkopikus szinten dolgozunk. 
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BIOLÓGIAI MAKROMOLEKULÁK SZERKEZETE 
ÉS FUNKCIÓJA* 

STRAUB F . BRÚNÓ 

MTA Szegedi Biológiai K ö z p o n t Enzimológiai Intézete, 
B u d a p e s t 

A biológiai makromolekulák kifejezés tulajdonképpen kettős értelmű. 
Egyfelől jelenti összefoglalóan azokat a makromolekulákat, amelyek az élő 
szervezetekben, sejtekben előfordulnak, az élő sejt termékei. Másrészt viszont 
ennek a kifejezésnek van egy olyan értelme is, hogy ezek azok a makromole-
kulák, amelyek sajátos fizikai és kémiai tulajdonságai olyanok, hogy biológiai 
jelenségek alapjául szolgálhatnak. Annak összefoglalására vállalkoztam, hogyan 
alakulnak ki ezek a sajátos tulajdonságok. 

Az alapvető biológiai makromolekulák egyszerűbb szerves molekulákból 
kovalens kötésekkel összekapcsolt nagy láncmolekulák, melyek 104 —1010 

dalton nagyságrendűek, közülük a fehérjék a kisebbek, a nukleinsavak a leg-
nagyobbak. Az utóbbi két-három évtizedben a f izika, kémia és a genetika 
módszereivel a biológiai makromolekulák szerkezetének legtöbb fontos voná-
sát megismertük. 

(A poliszaharidok közül a tartalék és a rostanyagok, mint a keményítő 
vagy a cellulóz, aránylag egyszerű szerkezetűek, szerkezetük funkcionális 
jelentősége nem hasonlítható össze a fehérjék vagy a nukleinsavak szerkezeté-
nek jelentőségével, ehelyütt ezekkel nem is foglalkozunk. Hasonlóképpen, 
rövidség okából nem tárgyaljuk a posztszintetikus módosításoknak a makro-
molekulák egyrészében jelentős szerkezeti és funkcionális szerepét.) 

Fehérjék szerkezete 

A fehérjék szerkezetének az a legfontosabb elve, hogy az aminosavakból 
kovalens peptidkötésekkel felépülő — el nem ágazó, lineáris — polipeptidlánc 
i n v i v o körülmények között egy előre meghatározott térszerkezetű makro-
molekulává gömbölyödik össze. Az így kialakuló makromolekula nagyjából 
globuláris, ezen belül a polipeptidlánc előre meghatározott feltekeredésének 
módját, a magasabbrendű szerkezetet, a fehérje aminosav sorrendje (ún. 
elsődleges szerkezete) határozza meg. 

B E R N A L már 1934-ben kimondta, hogy a fehérje szerkezetén belül 
minden egyes atomnak meghatározott helyzete van. Ennek a meghatározott 

* Beveze tő előadás. 
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szerkezetnek a létrejöttében és fenntartásában szerepe van o lyan hidrogén-
hidaknak — gyenge kölcsönhatásoknak, melyek révén a polipeptidlánc külön-
böző részleteiben elhelyezett peptidkötések (-CO-NH-csoportok) között jön 
létre kapcsolat. Ennek eredménye lesz az ún. alfa-hélix: a kb. 3,6 aminosav-
menetmagasságú csigavonalban közelítőleg egymás felett elhelyezkedő peptid-
kötések CO- és NH-csoportjai között i hidrogénkötésekkel stabilizált szerkezet. 
Más esetben a polipeptidlánc két különböző k inyújtot t részlete egymás mellett 
fut (vagy parallel v a g y antiparallel elhelyezkedéssel) és ezek -CO-NH-csoport-
jai között alakul ki néhány peptidkötés között hidrogénhíd. Az i lyen szerkezeti 
e lemet béta-hajtogatott lemez szerkezetnek nevezzük. Mint az 1. ábrán látható, 
egy fehérjemolekulán belül alfa-hélix és béta-hajtogatott lemez szerkezetek 
váltakoznak „nem rendezett" (de jól meghatározott térszerkezetű) szakaszok-
kal. 

A polipeptidlánc végső feltekeredettsége (ún. harmadlagos szerkezete) 
nemcsak az eddig említett hidrogénhidakkal stabilizált elemekből tevődik 
össze, hanem a szerkezet kialakításában résztvesznek a polipeptidláncról oldal-
ra kinyúló, változatos és jellegzetes aminosavoldalláncok is. A vízben oldható 
fehérjékre jellemző, hogy belsejükben a hidrofób aminosavoldalláncok gyenge 
kölcsönhatásai révén több a hidrofób oldallánc, míg a fehérje felületén relatíve 
több a hidrofil oldallánc. (Hidrofób oldallánca van a glicin, alanin, valin, 
leucin és más aminosavaknak, míg a savanyú és a bázikus, valamint a hidroxi-
-amino-savak oldallánca hidrofil.) 

A harmadlagos szerkezet kialakulására jel lemzőek a következők: 
— a polipeptidlánc feltekeredése i n v i v o körülmények között, spontán 

szükségszerűen bekövetkező, gyors folyamat, 
— a kialakult fehérjemolekula lényegében véve tömör szerkezet, melyen 

belül kismolekulasúlyú anyagot, vízmolekulát alig lehet találni, 
— a fehérjén belül azonban a polipeptidlánc motilis, állandó gyors 

mozgás, fluktuáció állapotában van . 
E jellegzetes és néha látszólag ellentmondásos tulajdonságok alapja 

egy és ugyanaz: a fehérjeszerkezetet összetartó gyenge kölcsönhatások koope-
ratív jellege. Önmagában bármelyik gyenge kölcsönhatás (hidrogénhíd, elektro-
sztat ikus vagy hidrofób kölcsönhatás) erőssége összemérhető az egy szabad-
ságfokra eső kT energiával, másszóval könnyen felhasad és újraképződik. 
Mivel azonban térközeiben több gyenge kölcsönhatás rögzíti a polipeptidlánc 
egy-egy darabját, í gy annak konformációja csak akkor változik, ha egyszerre 
több gyenge kölcsönhatás szűnik meg. Ilyenkor olyan új konformáció jön 
létre, melyet az eredetitől eltérő gyenge kölcsönhatások jellemeznek. Egy-egy 
konformációs ál lapotnak a valószínűsége a kooperatív kölcsönhatások erős-
ségével arányos. A fluktuáció t ehát kisebb-nagyobb állandó konformáció-
változás, a legvalószínűbb szerkezet mint egyensúlyi állapot körül. 

MTA Biol. Oszl. Közi. 23 (1980) 



BIOLÓGIAI MAKROMOLEKULÁK SZERKEZETE ÉS FUNKCIÓJA 

ff) 

2 7 7 

1. ábra. Fehérje szerkezete 
Fent másodlagos szerkezetek - a-helix (balra) és /Memez (jobbra). Lent a glicerinaldehidfoszfát-
dehidrogenaz terszerkezetenek modellje (egyet len alegység). A sötétrajzú részlet a kötött 

koenz.m. A hengerek a-helix, а lapos nyi lak ^-hajtogatott lemez szerkezeti részletek 
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A fehérje makromolekula kialakulásának legfontosabb következménye, 
hogy a polipeptidlánc feltekeredésével a felületen szoros térközeiben olyan 
aminosavoldallánc mintázatok alakulnak ki, melyek fehérjérői-fehérjére mások, 
specifikusak. 

A fehérjefelület specifikus oldalláncmintázata négy jelentős következ-
ménnyel jár: 

(1) egyes részletekben valamelyik aminosavoldallánc egy gyöke környe-
zetének hatására különleges reaktivitásra tesz szert, — így válhat egy szerin 
OH-ja, egy cisztein SH-ja, egy hisztidin gyűrű N-je , egy aminosav savanyú 
vagy bázikus oldallánca egy enzim aktív csoportjává, a katalitikus hatás 
alapjává, 

(2) más részletekben az aminosavoldalláncok olyan mintázata alakul ki, 
amely specifikusan képes megkötni egy kismolekulasúlyú anyagot, anyagcsere 
intermediert — így alakul ki az enzim szubsztrát-kötő helye, egy enzim regu-
látor-kötő helye, egy receptor effektor-kötő helye, 

(3) ismét más felületi részleteken az aminosavoldalláncok olyan speci-
f ikus mintázata alakul ki. amely lehetővé teszi, hogy a fehérje egy másik 
fehérjemolekulával szoros kapcsolatba lépjen. 

(4) a fehérjefelületek specifikus oldalláncmintázata következtében a 
fehérjemolekulák más makromolekulákkal — így különböző nukleinsavak 
specifikus részleteivel, vagy lipidmembránokkal — kapcsolódnak, s így jönnek 
létre a sejten belüli szerkezetek. 

Mindezekben a kölcsönhatásokban, melyek komplexek képződéséhez vezet-
nek, többszörös gyenge, kooperatív kölcsönhatások szerepelnek, de összes-
ségük néha meglepően szoros kapcsolatot eredményez. E gyenge kölcsön-
hatások között ismét hidrogénkötések, elektrosztatikus, hidrofób erők vegye-
sen résztvesznek. Természetesen a kölcsönhatás következtében mind a fehérje, 
mind pedig a vele kapcsolódó anyag konformációja megváltozik. 

Ennek a konformációváltozásnak a mechanizmusát kétféleképpen lehet 
magyarázni. A legegyszerűbb modellben fel lehet tételezni, hogy pl. az enzim 
vagy a receptor, amikor megköti a szubsztrátot vagy a regulátor anyagot, 
egy meghatározott konformációból átugrik egy másik konformáció állapotába. 
Számomra sokkal megfelelőbbnek látszik a fehérjeszerkezet dinamikus fel-
fogása, amely abból indul ki, hogy a fehérjeszerkezet állandó fluktuációs 
állapotban van. Eszerint az enzim (receptor) állandó fluktuáció közben külön-
böző statisztikus valószínűséggel felvesz számos, különböző konformációt 
(5, 10). A specifikus szubsztrát vagy regulátor távollétében ezek közül az egyik 
fajta, míg annak megkötése esetén egy másik fajta konformáció valószínű-
sége lesz a legnagyobb. Ez a fluktuációs modell sokkal plauzibilisebbnek 
tűnik, mint az a feltételezés, hogy a regulátor anyag közeledése instruktiv 
módon („indukált kötődés") hozza létre a regulátort kötni képes, újfajta 
konformációs állapotot. 
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Fehérj ekomplexek 

A magasabbrendű Jcomplexek kialakításában nagy biológiai jelentősége 
van a (3) alatt említett kölcsönhatásnak, a fehérje-fehérje kölcsönhatásnak. 
Ennek számos példája közül néhány tipikusát említenék. 

A legtöbb fehérje fiziológiás körülmények közöt t nem egy, hanem több 
— egyforma vagy különböző — fehérje alegységből szervezett állapotban van 
jelen (2. ábra). Közismert a hemoglobin szerkezete, melyben négy alegység 
— ebből kettő-kettő azonos — kapcsolódik meghatározott felületi részletekkel 
egymáshoz. A lényeg az, hogy ez az alegység-kölcsönhatás a biológiai funkció-
ban újat eredményez: a négy alegység kölcsönhatása következtében az egyik-

2. ábra. Glutamátdehidrogenáz kristályos enzim elektronmikroszkópos képe, betét: a molekula 
alegység-szerkezete 

ben bekövetkező oxigéu-hem kölcsönhatás nemcsak ebben okoz konformáció-
változást, hanem a vele kapcsolódó többi alegységben is. így az első oxigén 
megkötése következtében a többi alegység oxigén iránti affinitása megnő. 
Ismeretes, hogy éppen ez eredményezi az oxigénellátás megkönnyítését, 
hiszen így a hemoglobin oxigénkötése és elengedése igen szűk oxigén-koncent-
ráció határok között bekövetkezik. 

Az intracelluláris enzimek nagy része több alegységből áll, leggyakrab-
bak a tetramér enzimek, de igen gyakran előfordulnak dimérek, hexamérek, 
oktamérek stb. is. 

Az alegységkölcsönhatásnak igen fontos következő példája a piruvát-
dehidrogenáz enzimkomplex (8). Ez 4 millió daltonos enzimkomplexként 
izolálható (elektronmikroszkópos képét mutatja a 3. ábra). Más kivonási 
módszerrel viszont külön-külön izolálható három különböző enzim, amelyek 
külön-külön a piruvátdehidrogenáz komplex anyagcserefolyamatának olyan 
részlépéseit katalizálják, mint a piroszőlősav dekarboxilezését és a keletkezett 
aldehid gyöknek acilgyökké történő oxidálását, az acetilgyöknek a koenzim-A 
útján történő megkötését, ill. a keletkezett N A D H visszaoxidálását. A teljes 
folyamat együtt: 

CH3CO • COOH + N A D + + HS - CoA = C02 + N A D H + C H 3 C O - S - C o A 
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Ha a külön-külön izolált enzimeket összekeverjük, akkor ismét a nagy 
4 millió daltonos komplex áll össze, amelynek szerkezete ugyanolyan, mint 
a sejtből izolált nagy komplexé: legbelül van a 3 -*3 alegységből álló nyolc 
transzacetiláz enzim molekula, ezt kívülről 24 piruvát-dehidrogenáz és 24 
flavoprotein veszi körül. (Utóbbi enzim az ún. diaforáz. mely a keletkezett 
N A D H - t N A D + - á oxidálja vissza, a modellen a sötétebb gömbök jelzik.) 
A 72 alegységből álló komplex funkcionális jelentősége kézenfekvő: a piruvát 
egymást követő reakciók révén alakul át, az első enzim terméke így mindjárt 

3. ábra. Bakteriális piruvátdehidrogenáz elektronmikroszkópos képe, a betét az alegység 
szerkezet modellje 

a másik enzimhez jut, ennek terméke a harmadikhoz. Ez a szerveződés kettős 
jelentőségű: egyrészt a diffúzió kiküszöbölésével meggyorsítja a konszekutív 
reakciófolyamatot, másrészt megakadályozza, hogy a reaktív köztitermékek 
idegen enzimekkel kapcsolódjanak és mellékreakciókhoz vezessenek. 

A bakteriális piruvátdehidrogenáz komplex jó példája az organizált 
multi-enzimrendszereknek. Vannak olyan kölcsönhatások multienzimkomp-
lexekben, melyek ennél szorosabbak, de vannak olyanok is, amelyekben az 
asszociáció gyengébb. Miután az asszociáció koncentráció-függő, így gondolni 
kell arra, hogy a sejtben, ahol a fehérjekoncentráció magas, makromolekuláris 
komplexek alakjában lehetnek jelen olyan fehérjék is, melyek híg oldatban 
külön izolálhatok és asszociációt nem mutatnak. Hogy ez valóban így lehet 
és van, arra Intézetünkben végzett kísérletek is utalnak (3, 7). Nevezetesen 
a glikolitikus folyamat néhány enzimjéről, amelyek a folyamat egymás után 
következő lépéseit katalizálják, kimutattuk, hogy képesek i n v i t r o 
magasabb koncentrációban — egymással asszociálni. Feltehetően i n v i v o 
viszonyok között is ilyen asszociált állapotban vannak. Ez a komplex azonban 
elég laza ahhoz, hogy híg oldatban már szétesik. 
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Ha ezt a képet egy kicsit extrapolálom, eljutunk ahhoz a felfogáshoz, 
hogy a sejten belül az egyes anyagcserefolyamatokban résztvevő „oldott" 
fehérjék nem összevisszaságban vannak, hanem specifikus organizáltság révén, 
szerkezetileg is kapcsolódnak egymással , eloszlásuk a sejten belül nem statisz-
tikus. Egy érdekes következménye lehet ennek a képnek, s erre is vannak 
már adatok. Szerintem az anyagcsereutak enzimei nemcsak a sejtorganellu-
inokban, hanem az űn. hialoplazmában is organizált enzimrendszerekben 
vannak. Egy anyagcsere intermedier termék eszerint a kép szerint keletkezik 
egy enzim hatására, de térközeiben ott van mindjárt a másik enzim, amely 
ezt — így vagy úgy — továbbalakítja. Eszerint, ha például kémiai módszerrel 
meghatározom, hogy x gramm szövetben ennyi és ennyi az intermedier 
anyagcseretermék mennyisége és ezt elosztom a szövet szabad vízmennyiségére, 
akkor egy adathoz jutok, mely megadja, hogy mekkora az intermedier kon-
centrációja az adott szövetben. Csakhogy a fenti kép szerint ennek az adatnak 
az égvilágon semmi jelentősége nincs, mert az intermedier anyag koncent-
rációja a sejten belül bizonyos helyeken nagyon magas, másutt pedig zérus. 
Akkor, amikor az in vitro adatokból következtetni akarunk a sejten belüli 
helyzetre, ezt az újonnan kialakuló képet f igyelembe kell vennünk és meg kell 
ismerkednünk a sejtenbelüli kompartmentalizáció adataival, annak mérté-
kével (6). 

Hangsúlyozzuk, itt újra: a multienzimkomplexeknél, a több alegységből 
összekapcsolódó dimér, tetramér stb. fehérjéknél a kapcsolódás nagyon speci-
f ikus: egyrészt a felület aminosavoldalláncmintázata révén a szomszédos 
felületek között kialakuló gyenge kölcsönhatások kooperatív jellege, másfelől 
ezen oldalláncok térbeli komplementaritása teszi lehetővé a szoros egymás-
mellé illeszkedést. 

Ezt mutatja nemcsak a piruvátdehidrogenáz komplex, melyben a kívül 
és a belül elhelyezkedő fehérjemolekulák helyét nyilvánvalóan az határozza 
meg, hogy milyen illeszkedő felülete van egy-egy fehérje-molekulának, ezt 
láthatjuk a fibrilláris fehérjék felépülésénél is. Az aktin. mely a kontraktilitás 
jelenségének egyik molekuláris alapja, globuláris, 41 000 dalton méretű alap-
egységekből fiziológiás sóoldatban egy rendkívül hosszú, kettős helikális 
lánccá polimerizál (4. ábra). Mint a séma mutatja, minden globuláris egység-
nek meghatározott pontja kapcsolódik egy másik globuláris egység, egy 
másik — komplenientér — pontjával, így jön létre az egymásra csavarodott 
kettős csigavonal-szerkezetű, igen stabil polimér lánc. 

Fehérje-nukleinsav komplexek 

A sejtben előforduló ribonukleinsav legnagyobb mennyisége a ribo-
szómák ribonukleinsava. Ma már a prokariota riboszómák összetételét messze-
menően ismerjük és az eukarióta riboszómáról is sok adat gyűlt össze (1). 
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Az E. coli riboszómája 2,5 • 106 dalton és két alegységből áll, amelynek alakját 
az 5. ábra szemlélteti, összetételét a táblázat mutatja. 

Я 
f ö l i l l 

4. ábra. a) Parakristályos F-aktin elektronmikroszkópos képe, b) az aktin polimerizáció 
( G - » F átalakulás) sémája 

5. ábra. Az E. coli baktérium riboszómájának modellje. A vonalkázott rész a kisebbik 
alegység 

E. coli riboszóma néhány tulajdonsága 

Nagyobbik Kisebbik 
alegység alegység 

Szedimentációs konstans 50 S 30 s 
Vízmentes molekulasúly 1,6 • 106 0,9 • 106 

R N S molekulák száma 2 1 
RNS-ben nukleotid 3500 1700 

ill. 130 
Fehérjemolekulák száma 35 21 
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A riboszóma egyes komponensei külön izolálhatok, ma már a legtöbbnek az 
aminosav-sorrendjét, ill. a nukleotid-sorrendjét ismerjük. Az izolált kompo-
nenseknek megfelelő módon való összekeverése után funkcióképes riboszómák 
keletkeznek, melyekben tehát minden valószínűség szerint tökéletesen helyre 
áll a natív szerkezet, az RNS és a fehérjemolekulák elhelyezkedése azonos az 
eredetivel. Ez az önszerveződésnek szép és jól kidolgozott példája. A ribo-
szóma funkcionáló szerkezete úgy jön létre, hogy az 56-féle fehérje és a meg-
felelően feltekeredett 3 különböző RNS molekula meghatározott részletei 
specifikusan kapcsolódnak a megfelelő fehérjékkel. A riboszómán belül szelle-

6. ábra. A riboszóma alegységek felületén felismerhető fehérjék. (Az egyes fehérjéket számok 
jelzik, egyes fehérjék eleje-vége természetesen máshol jeentkezl ik, pl. 9A és 9B). Baloldalt: 

nagyobbik alegység „szemből", jobboldalt: kisebbik alegység „szemből" 

mes módszerekkel számos fehérjekomponensnek a helyzetét meghatározták, 
ezt mutatja a 6. ábra. Ezen túlmenően, az R N S láncok nukleotid sorrendjében 
is ismeretes több pont, amelyekhez egyik vagy másik fehérje kapcsolódik. 

A sokféle egyéb nukleinsav valóságos szerkezetéről ma még nagyon 
keveset tudunk. A fehérjeszintézisben résztvevő transzfer RNS-ek egyszálú 
RNS-e a röntgenkrisztallográfia tanúsága szerint erősen feltekeredett, bázis-
párosítással meghatározott szerkezettel rendelkező kompakt molekula. Más 
egyszálú RNS-nél, így a messenger RNS-nél is úgy látszik a lánc különböző 
részletei között létrejövő bázispárosítások kooperatív kölcsönhatása „hajtű" 
és egyéb alakzatok létrehozásával másodlagos és talán harmadlagos szerkeze-
teket hoz létre. 

Ennél azonban sokkal fontosabbnak látszik az, hogy valószínűleg a 
nukleinsavak i n v i v o szerkezete fehérjékkel történő kölcsönhatások 
révén alakul ki. í g y pl. rendkívül érdekesek az utóbbi évek eredményei az 
eukarióta sejtek DNS-ére vonatkozóan. Bakteriális nukleáz enzim hasítása 
után kimutatható, hogy az eukarióta sejtek maganyaga, a kromatin egyforma 
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méretű ún. nukleoszóma egységekre esik szét, melyek 140 — 200 bázispárt 
tartalmazó kettős csigavonalú D N S darabot tartalmaznak és minden nukleo-
szómában megtalálható a bárikus hiszton fehérjék mindegyik fajtája. A nukleo-
szómán belül a kettőshélix D N S egy szuperhélixbe csavarva található, mely 
kb. másfél csavarmenet magasságú, ezt a szerkezetet a hisztonok, s talán 
mellettük lévő egyéb, ma még nem ismert fehérjék tartják össze (4). 

A fehérje-nukleinsav specifikus komplex kialakulásának és az ezen 
alapuló funkciónak elég jól ismert esete a Zac-represszor fehérje kötődése а 
Zac-operátor régióhoz. Tankönyvi adat, hogy egyes baktériumokban a tej-
cukor hasításához szükséges gének sorozata egy bizonyos génszakaszon van 
egymás mellett, ezt a szakaszt Zac-operonnak nevezik. A Zac-operon „elején" 
van egy olyan D N S szakasz, az ún. operátor, melyhez egy fehérje — a lac-
represszor — szorosan kapcsolódik. Ilyenkor az egész Zac-operon működés-
képtelen, gátolt állapotban van. Ha az anyagcserefeltételek megváltoznak 
(nincs szőlőcukor, de van tejcukor), akkor a lac-represszor leszakad az operá-
torról, megindul a gén működése és termelődnek a tejcukor bontásához 
szükséges enzimek. 

Szellemes módszerekkel izolálták mind a represszor fehérjét, mind pedig 
azt a D N S szakaszt, amely a Zac-operon operátor szakaszának bizonyul. A 7. ábra 
mutat ja , hogy az operátor kettős-lánca érdekesen szimmetrikus bázis-sor-

5' A A T T G T G A G C G G A T A A C A A T T 3' 

3' T T A A C A C T C G C C T A T T G T T A A 5' 

7. ábra. Az operátor régió bázissorrendje a kettősszálú DNS-ben. Az egyes bázisokat (adenin, 
citozin, guanin, timin) kezdőbetűk jelzik 

rendet mutat (pl. fent balról és lent jobbról). Úgy látszik ez a specifikus DNS 
bázissorrend ad olyan specifikus kötőfelületet, amely a represszorfehérjc 
felületének egy részletével kapcsolódik (9). A represszor fehérje egyforma 
alegységekből áll, amelyek körülveszik ezt a D N S szakaszt (8. ábra). A 
rcpresszor-fehérje és a Zac-operátor DNS-része közötti kapcsolat hihetetlenül 

8. ábra. A represszor-operátor kapcsolat modellje (keresztmetszet). A világosabb D N S fonalat 
a tetramér represszorfehérje öleli körül 
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nagy specificitását mutat ják a következő adatok. Kimutatható, hogy a rep-
resszor fehérje egyáltalában nem kötődik olyan DNS-hez , amely n e m tartal-
maz /ас-operátor régiót, másrészt pl. az E. coli baktérium több millió bázis-
párból álló DNS genomjában csak a /ас-operátor régióhoz kapcsolódik és 
fiziológiás körülmények között a komplex disszociációs konstansa igen kicsi, 
1 ( T 1 3 M . 

Makromolekulák és membránok 

Hosszú időn keresztül a biológiai makromolekulák kutatása csak azokra 
terjedt ki, amelyek vizes oldatból izolálhatok. Az utóbbi évtizedben nagy 
lendületet kapott a membránszerkezet kutatása, bár a technikai problémák 

9. ábra. Membrán modellje, beágyazott fehérjemolekulákkal, a kisebb fekete gömbök a lipidek 
poláros részét jelzik 

itt még nem egészen megoldottak. Az mindenesetre már világos, hogy a sejt 
különböző membránjai, mint a plazmamembrán, a mitokondriumok belső és 
külső membránja, a magmembrán, az ergasztoplazma, a lizoszóma vagy a 
tejzsírcsepp membránja összetételében egymástól specifikusan különbözik, 
még azonos sejten belül is. Nemcsak mások a fehérjék és nemcsak különbözők 
és arányukban változatosak a lipidkomponensek (9. ábra). A különbségek 
még a membrán kettős lipidrétegen belüli lipidösszetételre is vonatkoznak: 
a sejt felőli lipidréteg más összetételű, mint a kifelé fordult réteg lipidje. 
A fehérjék — melyek v a g y a membrán belső felületébe vannak ágyazva és 
a külvilág felé fordulnak, vagy a membrán teljes lipidrétegen átvonulva, 
a belső és külső környezet között fehérjekapcsolatot létesítenek — mind olyan 
specifikus fehérjék, amelyek a membrán lipidkörnyezetében veszik fel vég-
leges szerkezetüket, felületükön a vízoldékony fehérjékhez képest több hidro-
fób aminosavoldalláncot tartalmaznak, kölcsönhatásaik a lipidekkel speci-
fikusak. 

* * * 
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Az élő sejt alkatrészeinek és elsősorban makromolekuláinak kémiájáról 
és fizikájáról, a biológiai folyamatokban játszott szerepükről, a kölcsönhatások 
természetéről az utóbbi időben olyan hatalmas mértékben nőttek ismereteink, 
h o g y bennem az a gyanú merül fel, e területen tudásunknak még csak az 
elején vagyunk. A molekuláris biológia technikájával egyre újabb, bonyolult 
szerkezeteket találunk, fgy szeretnék befejezésül bemutatni két szép képet, 
mindkettő fibroblaszt sejtről készült kissé eltérő nagyítással. Az egyik sejtben 
immunofluoreszcenciás technikával az aktin helyzete mutatható ki, a másikon 
ugyancsak immunofluoreszcencia technikával a tubulintartalmű szálak lát-
hatók a mag körüli protoplazmában (10. ábra). Nyilvánvaló, hogy az aktin 
f i lamentumok a plazmamembránhoz, a tubulin fi lamentumok a magmembrán-
hoz kötődnek. Vajon milyen magasabbrendű organizációt je lent a membrán-
f i lamentum kapcsolódás? Vajon milyen biológiai funkció alapját képezi? 
Továbbmenve, a 11. ábrán azt mutatnám, hogy ami egyszerűnek látszik, 
az milyen bonyolult tud lenni. Egy időben örültünk, hogy a polimerizált 
aktinnal (F-aktin (9)) azonosítani lehetett a harántcsíkolt i z o m vékony fila-
mentumát. Ma már tudjuk, hogy ez a vékony f i lamentum bonyolult szerkezet. 
E B A S H I jól ismert modellje szerint a tropomiozin 2 szála fonja körül az aktint, 
ehhez kapcsolódik a troponin, amely önmaga is három különböző funkciójú 
fehérje komplexe. Ahol ez a v é k o n y f i lamentum az izomban a Z membránnal 
találkozik, ott újabb, bonyolult szerkezetnek kell lennie. 

Összefoglalva: mondanivalóm röviden az: a biológiai makromolekulák-
ban a lineárisan kondenzált láncmolekulákból önszerveződéssel, alkotórészeik 
nem-kovalens kölcsönhatásai révén, másodlagos, harmadlagos, negyedleges 
szerkezetek alakulnak ki, így olyan felületi részletek jönnek létre, amelyek 
más makromolekulákkal, vagy kis molekulasúlyú anyagokkal képesek kölcsön-
hatásba lépni. A magasabb szerveződési formákat ma még n e m tudjuk rend-
szerezni, de f igyelmünk egyre inkább arra irányul, hogy az i n v i v o kölcsön-
hatásokat kell megértenünk. A biológiai funkciót elsősorban nem az indivi-
duális makromolekulák, hanem a specifikusan szervezett makro molekuláris 
komplexek teszik lehetővé. 

Befejezésül egy idézet kívánkozik ide, mely az enzimológia egyik klasszi-
kusától származik: „. . . denn nur durch die Wechselbeziehungen zwischen 
den verschiedenen chemischen Stoffen kommen jene Erscheinungen zustande, 
deren Gesamtheit man als Lebensvorgänge bezeichnet."* 

Ezt a gondolatot B U C H N E R (2) pontosan 75 éve fej tet te ki, amikor 
persze a biológiai makromolekulákról még semmi nem volt ismert. De attól 
ma is igaz és igazabb, mint valaha. 

* , , . . . mert csak a különböző kémiai anyagok kölcsönhatásai révén jönnek létre azok 
a jelenségek, me lyek összességét é let folyamatoknak nevezzük." 

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 



10. ábra. Fibroblaszt sejtben az aklin (baloldalt), ill. a tubulin (jobboldalt) elhelyezkedése 
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11. ábra. Az aktin komplex 

I R O D A L O M 

1. BRIMACOMBE. R . . STÖFFLER. G . é s WITTMAN. H . G . : A n n . R e v . B i o c h e m . 4 7 , 2 1 7 — 2 4 9 
(1978). 

2. BUCHNER, E.: Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem. 44, 237 (1905). 
3. CSEKE, E . , Y Á R A D I , A . , SZABOLCSI, G. é s BISZKU, E . : F E B S L e t t e r s 9 6 , 1 5 — 1 8 ( 1 9 7 8 ) . 
4. FINCH, J. T. és KLUG, A.: Cold Spring Harbor Spmp. Quant. Biol. 42, 1 - 1 0 (1978). 
5. LINDENSTROM-LANG. K . U . é s SCHELLMAN, J . A . : T h e E n z y m e s 1 , 4 4 3 ( 1 9 5 9 ) . 
6. OTTAWAY, J. H. és MOWBRAY*, J.: Current Topics in Cellular Regulation 12, 107 — 208 Acad 

Press (1977). 
7. PATTHY, L. és VAS, М.: Nature 276, 9 4 - 9 5 (1978). 
8. REED, L. J.: Current Topics in Cellular Regulation 1, 233 251 Acad. Press (1969). 
9 . STEITZ, T . A . . RICHMOND. T . J . , W I S E , D . é s ENGF.LMAN, D . : P r o c . N a t . A c a d . S e i . 7 1 , 596" 

(1974). 
10. STRAUB, F. В. és SZABOLCSI, G.: Molekularnaja Biologija, Problemü i Perszpektivü 182 — 

187 c. Izd. Nauka Moszkva (1964). 
11. STRAUB, F. В.: Studies Inst. Med. Chem. Szeged 3, 23 1943). 

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 



AZ IMMUNGLOBULIN - KÜLÖNBÖZŐ 
TEVÉKENYSÉGEK ÖSSZEHANGOLÁSA EGY 

MAKROMOLEKULÁBAN 

ZÁVODSZKY PÉTER 

Magyar Tudományos Akadémia Szegedi Biológiai Központ Enzimológiai Intézete , 
Budapes t 

Straub professzor úr bevezető előadásában a biológiai makromolekulák 
specifikus kölcsönhatásainak jelentőségét hangsúlyozta. Azt hiszem e makro-
molekuláris kölcsönhatások egyik leglátványosabb példája a molekuláris 
immunválasz, melynek középpontjában az immunglobulin molekulák állnak. 
Mielőtt az immunreakciók molekulaszerkezeti alapjait illető vizsgálataink 
részleteire térnék, szeretném röviden összefoglalni az immunglobulinok szer-
kezetére és az immunválaszban betöl tött szerepükre vonatkozó ismereteinket. 
Előre bocsájtom, hogy ez a kép vázlatos és csak a továbbiak szempontjából 
rontos fogalmak és ismeretek felelevenítését szolgálja. 

Az immunrendszer egyrészt biztosítja a magasabbrendű szervezetek 
védekezését fertőzések ellen, másrészt különbséget téve a saját és nemsaját 
struktúrák között védi a szervezet integritását. Az immunreakciók különböző 
sejt- és molekulaszintű kölcsönhatások szövevényére épülnek. Az utóbbi évek-
ben jutott el az immunológia tudománya arra a fokra, hogy az immunfolya-
matban résztvevő különböző fehérjék szerkezetét és kölcsönhatásait fizikai 
és kémiai módszerekkel vizsgálva, közelebb jusson az immunreakeiók moleku-
láris mechanizmusának és szerkezeti alapjainak megértéséhez. 

A kutatásaink tárgyát képező immunglobulinok a szervezetbe kerülő 
idegen anyagok — antigének — hatására képződő szérűin fehérjék, amelyek 
felismerik a képződésüket kiváltó antigéneket és azokkal specifikus kölcsön-
hatásba lépnek. Ennek hatására beindulnak az ún. effektor funkciók, amelyek 
az idegen anyag megsemmisítéséhez vezetnek (10, 23, 24). 

Az 1. ábra az immunglobulin molekula szerkezetének sémáját mutatja 
A molekula szimmetrikus, két ún. nehéz és két könnyű láncból épül fel. Az 
1. ábrán látható antitest az immunglobulinok G osztályát reprezentálja, 
röviden IgG-nek nevezzük. A láncokat diszulfid hidak kapcsolják egymáshoz, 
az egyes láncszakaszok egymástól jól elhatárolt globuláris doméneket alkot-
nak, amelyeket egy-egy diszulfid híd is stabilizál. Az egyes doméneket a kova-
lens kölcsönhatásokon kívül, nemkovalens, másodlagos erők is egymáshoz 
kötik. Ezek a kölcsönhatások a különböző domének között különböző erős-
ségűek. Irányuknak megfelelően (2. ábra) cisz és transz kölcsönhatásokat 
különböztetünk meg (3). 

3 MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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Nagyszámú különböző élőlényből izolált és különböző osztályokhoz 
t a r t o z ó immunglobu l in aminosav sor rendje i smer tes (1, 9, 12, 15) és növekszik 
a r ö n t g e n diff rakciós v izsgála tokból származó térszerkezet i a d a t o k száma is 

1. ábra. Az ember i I g G l kr ioglobul in h á r o m d i m e n z i ó s sze rkeze te . Az egyik nehéz lánc f ehé r , 
A m á s i k p ö t t y ö z ö t t , A k ö n n y ű l á n c o k s z ü r k é k . A szénh id rá t l á n c o t feke te szín jelöli (SILVERTON 

és m t . u t á n [26]) 

(8, 13, 21, 26). E z e n ismeretek a l a p j á n k i ra jzo lódot t az immunglobul in mole-
k u l á k felépítésének fő elve. A k ö n n y ű láncot ké t globuláris d ó m é n a lko t ja , az 
egyik az ún. k o n s t a n s , a másik a variábi l is . A nehéz lánc négy domént a lkot : 
az N terminál is részen a variábil is , és ezt köve tően a há rom kons tans domént . 
A domének té rszerkeze te igen hasonló egymáshoz és ez a hasonlóság a külön-

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 

2. ábra. A d o m é n e k k ö z ö t t i k ö l c s ö n h a t á s o k az IgG m o l e k u l á b a n (GERGELY^után [10]) 



AZ IMMUNGLOBULIN - KÜLÖNBÖZŐ TEVÉKENYSÉGEK EGY ÖSSZEHANGOLÁSA MAKROMOLEKULÁBAN 2 9 1 

böző eredetű immunglobulinok közöt t is megtalálható (8, 11). A domének 
vázát az immunglobulin „fold" (3. ábra), egy diszulfidhíddal rögzített kettős 
béta lemez alkotja, amelynek egyik oldalán három, a másikon négy párhuzamos 
láncszakasz található. A négyszálas oldal konkáv és gazdag hidrofób oldal-
láncokban. A variábilis domének a háromszálas oldalaikkal fordulnak egymás 
felé. Ez a kontaktus gyenge, de a domének összetartásához elegendő köl-

3. ábra. Az ún. immunglobulin „fold". A folytonos vonal jelöli a polipeptid lánc menetét 
a konstans doménekben. A szaggatott vonal a variábilis doménekre jellemző kiegészítő íveket 

mutatja (POLJAK és mt. után [22]) 

csönhatást biztosít. A könnyű és nehéz lánc konstans doménjei négyszálas 
oldalukkal fordulnak egymás felé, s erős hidrofób jellegű kölcsönhatások 
tartják össze őket. A két CH2 dómén háromszálas lemezével fordul egymás 
felé, ez és a két dómén között elhelyezkedő cukor lánc megakadályozza össze-
kapcsolódásukat. A CH3 domének között szoros nemkovalens kölcsönhatás 
van a négyszálas lemezek felszínének részvételével. A molekulát tehát a 
kapocs régió diszulfid hídján kívül a CH3 domének közötti nemkovalens 
kölcsönhatások tartják össze. E kölcsönhatásokhoz járul még a C j j — C l és 
a V H —V L transz és a domének közötti cisz kölcsönhatás (11, 13, 7) (2. ábra). 
A különböző szerkezeti domének különböző funkciók hordozói (4. ábra). 

3 * MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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A variábi l is d o m é n e k közösen képez ik a két an t i gén fel ismerő helyet . Az 
Fc részen t a l á l juk a másodlagos funkc ióka t h o r d o z ó kö tőhe lyeke t . A CH2 
d ó m é n a k o m p l e m e n t rendszer első komponensé t a Clq-t köti , a C H 2 és CH3 

Fv antigén kötőhely 

C1 nem ismert 

C2 C1q kötőhely 

Fc citofil reakciók 

4. ábra. Az IgG moleku la különböző doménje ihez tartozó biológiai funkc iók összefoglalása 

Sejt felszin 

doménekhez r e n d e l h e t j ü k a ci tof i l funkc ióka t (24). A k o m p l e m e n t rendszer 
emlí tésénél m egszak í t anám ezt a g o n d o l a t m e n e t e t , hogy n é h á n y szót e j tsek 

a j o b b megértés kedvéé r t — a k o m p l e m e n t r endsze r akt iválásáról és szerepé-

MTA Biol. Oszl. Közi. 23 (1980) 

5. ábra. A komplemen t a k t i v á l á s s é m á j a (POHTEH u t á n [23]) 
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ről. Az immunglobulinok specifikus makromolekulák, szintézisüket az antigén 
megjelenése indítja meg, a komplementrendszer fehérjéi mindig jelen vannak 
a vérben, de inaktív formában. Ezek kevésbé specif ikus fehérjék, minden 
antigén esetében egyformán fejtik ki működésüket, mely sok lépés után az 
antigén megsemmisítéséhez vezet (23). Aktiválásukhoz viszont az antigén-
antitest kölcsönhatásra van szükség (5. ábra). 

6. ábra. Az McPC 603 immunglobulin Fab részének polipeptid lánca. A V dómén felső részén 
látható fekete körök a hipervariábilis aminosavakat mutatják (DAVIES és mt . után [4]) 

Az immunglobulinok működésének megértésével kapcsolatban két alap-
vető kérdés merült fel: az antigén felismerés és a diverzitás szerkezeti alap-
jainak kérdése, valamint a másodlagos effektor funkciók beindításának me-
chanizmusára vonatkozó kérdés. Az immunglobulin molekula funkciója az, 
hogy a vérben egymástól függetlenül keringő molekuláris és sejtes eleme-
ket megfelelő rendszerbe kapcsolja antigén megsemmisítő funkciójuk össze-
hangolt elvégzéséhez, és az elemi folyamatokat megfelelő térbeli és időbeli 
rendbe szervezve biztosítsa a specifikus és hatékony felismerő és elimináló 
tevékenységet . Az antigén felismerés kérdésének szerkezeti alapja eddigi 
ismereteink szerint világosnak tűnik és a szerkezeti komplementaritás elvére 
épül (11). Az antigén kö tő helyet tartalmazó variábilis domének béta leme-
zeit (6. ábra) az ún. hipervariábilis ívek kapcsolják össze és ezek alkotják 

\ 

3* MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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az antigén felismerő kötőhelyet. Röntgen diffrakciós vizsgálatok (20, 25) és 
nagyfelbontású N M R kísérletek (5) eredményei alapján tudjuk, hogy a kötő-
h e l y alakja, töltéseloszlása, a potenciális hidrogén hidak száma és elhelyez-
kedése biztosítja az antigének jellegzetes csoportjainak nagy aff initásé, nem-
kovalens megkötését (7. ábra). 

7. ábra. Az McPC 603 immunglobulin antigén kötő helyének és a foszforil-kolin liapténnek 
specifikus kölcsönhatásai, semat ikus ábrázolásban (PADLAN és mt . után [20]) 

Nincs i lyen világos elképzelésünk a molekula Fc részéhez (4. ábra) 
rendelhető másodlagos, ún. e f fektor funkciók kérdésében, n e m ismerjük a 
kötőhelyek elhelyezkedését, térszerkezetét, a kötést biztosító kölcsönhatások 
természetéről is keveset tudunk. Vitatott kérdés, miként közvetít i az antitest 
molekula az információt az ant igén felismerő helyről a távol i , másodlagos 
komplement kötőhelyre. Nem ismeretes a komplement kötőhely szerkezete 
és az immunglobulin-komplement kölcsönhatás molekuláris mechanizmusa 
s e m . Az MTA Enzimológiai Intézetében, együttműködve az E L T E Immuno-
lógiai csoportjával és az Oxfordi Egyetem Biokémiai Intézetével , érzékeny 
f izikai módszereket kombinálva kerestünk választ ezekre a kérdésekre. 

Fontosnak tartom, hogy néhány szót ejtsek vizsgálataink objektumai-
ról , mivel általános a molekuláris immunológiai kutatások területén a hetero-
g é n antitestek és a kismolekulasúlyú haptének használata. Á'izsgálatainkat 
homogén indukált anti-poliszaharid immunglobulinnal és monovalcns, ill. 

MTA Biol. Oszl. Közi. 23 (1980) 
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8. ábra. Az anti SIII poliszaharid IgG bivalens antigénekkel képzett ciklikus monomerjeinek 
elválasztása az oligomer frakcióktól 

bivalens, térkitöltő poliszaharid antigénekkel végeztük (16). A bivalens 
antigénekkel végzett kísérleteinkben a ciklikus monomer frakciót elválasz-
tottuk (8. ábra), ügyelve az oligomerizáció méréseket zavaró hatásának el-
hárítására (35). 

Az immunglobulinok a fizikus számára hálás kísérleti objektumok, 
mivel az azonos elvek szerint felépített domének, melyek a különböző biológiai 
ufnkciókat hordozzák, egymástól enzimatikus úton elválaszthatók (9. ábra) 

IgG Facb Fab 

9. ábra. A CH2 dómén előállítása nyúl IgG-ből proteolitikus hasítással [34] 

Plazmin Papain 
pH 7-4 
10 min 
r e d / a l k 

3* MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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a molekula egy, v a g y néhány doinént tartalmazó, funkcionálisan aktív frag-
mentumai izolálhatok (10, 24, 34). Az egyszerűbb szerkezet, a kisebb mole-
kulaméret l ehetővé teszi olyan fizikai-kémiai módszerek alkalmazását, amelyek 
a nagyobb és bonyolul t IgG molekula, ill. az immunkomplexek esetén kudarcot 
vallanak. 

10. ábra. A komplement akt iválás első lépéseinek sematikus ábrázolása (POHTER 
szerint [23]) 

Mint már említettem az immunglobulin molekula szerepe az, hogy az 
antigén felismerés és az antigén megsemmisítéséhez vezető másodlagos effektor 
funkciók térbeli és időbeli rendjét biztosítsa. E bonyolult molekuláris kölcsön-
hatások mechanizmusának és térszerkezeti alapjainak tisztázása céljából vizs-
gáltuk milyen szerkezetváltozásokat hoz létre az antigének kötődése az 
immunglobulin molekulák szerkezetében, s miként reagálnak a „felismerés-
re" az effektor funkciókat hordozó távolabbi kötőhelyek. Mielőtt e vizsgálatok 
részleteire kitérnék, röviden összefoglalnám a komplement aktiválás klasszikus 
útjának első lépéseit (10. ábra). Mi e soklépcsős, komplikált folyamat (23) első 
lépésére a Clq — IgG kölcsönhatás kialakulásának mechanizmusára összpon-
tosítottuk f igyelmünket . A Clq molekula egy hat szál tulipánból álló virág-
csokorhoz hasonlít , amelynek méreteit és szerkezetének sémáját mutatja a 11. 
ábra. A 12. ábrán a Clq molekula elektronmikroszkópos képe látható (17). 
A virágszerű képződmények szárai kollagén jellegűek, a globuláris fejek 
kapcsolódnak az antigén-IgG komplexhez. A komplement rendszer első kom-
ponensének a Clq-nak és az antigén-antitest komplexnek a kölcsönhatását 
mutatja a 13. ábra, amelyen azt is megpróbáltam szemléltetni, hogy a komp-

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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4 5nm 

(A5Ä) 

11. ábra. A Clq molekula szerkezete és méretei 

C1q mo leku la e lektronmikroszkópos képe ' 

12. ábra. Elektron-mikroszkópos felvétel а Clq molekuláról. (KNOL BEés mt. felvétele [17] 

3* MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 



2 9 8 ZÁVODSZKY PÉTER 

lement kötés iniciálását i l letően az aggregációs és allosztérikus mechanizmust 
feltételező elképzelések állanak ma egymással szemben (19). Az antigén kötés 
által indukált konformációváltozások funkcionális jelentőségét, sőt sokan 
azok tényét is vitatják. Vizsgálataink során a különböző fizikai próbák alkal-
mazásával kerestünk választ arra a kérdésre: okoz-e kimutatható változást 
az Fab antigén kötőhelytől meglehetősen távoli (7,0 nm) komplement kötő 
Fc fragmentum szerkezetében az antigén megkötése. Olyan specifikus külső 
riporter csoportokat igyekeztünk elhelyezni, melyek specifikusan az Fc mole-

kularész va lamely ismert helyére kötődnek és amelyeknek valamely mérhető 
fizikai tulajdonsága érzékeny a hordozó molekula térszerkezetének változá-
saira. Hosszas, de végül eredményes próbálkozás után a 14. ábrán látható, 
háromféle i lyen riporter csoportot sikerült elhelyezni (6, 33). A CH2 domének-
hez csatlakozó poliszaharid lánc terminális sziálsav részére párosítatlan spinű 
nitroxid csoportot, ún. spinjelet, a CH3 domének érintkezési felületére három-
értékű gadolinium iont. vagyis paramágneses próbát és a CH2 domének külső 
konkáv, hidrofób felszínére fluoreszcens, nemkovalensen kötődő 1-anilino 
naftalén-8-szulfonsav molekulát. Az E S R és NMR jelekben nem tapasztal-
tunk változást az antigén kötés során. Mivel ezek a jelek igen nagy pontos-
sággal mérhetők és nagyon érzékenyek a környezet változásaira, egyértelmű 
a következtetés, hogy a cukor-lánc mozgékonyságában és az a CH3 domének 
relatív helyzetében és kapcsolatában nincs változás. Bár negatív, de fontos 
adatok ezek, mert ugyan nem zárják ki a konformációváltozás tényét , de 
arra utalnak, hogy drasztikus változásokról és jelentős szerkezeti átrendező-
désről nincsen szó. Ezt a képet támasztották alá kisszögű röntgenszórásos 
(15. ábra) és differencia szedimentációs vizsgálataink is (35). A detektált 
csekély változás a hidrodinamikai paraméterekben arra utal, hogy nincs 

Allosztérikus Aggregáció 

13. ábra. Az antigén-antitest-Clq kölcsönhatás sematikus vázlata 
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jelentős változás a molekula térfogatában és a domének térbeli elrendezésében. 
Az érzékenyebb kisszögű röntgen szórásos vizsgálatok is megerősítették ezt. 
A fluoreszcens próba féléletidejében viszont jól mérhető változást tapasztal-
tunk, ami a hidrofób kötőhely szerkezetének antigén hatására történő meg-
változására utal. — A térszerkezet egészének állapotát tükröző statisztikus 
információt szolgáltató módszerekkel, mint pl. ORD, CD és infravörös spekt-

14. ábra. Riporter csoportok az Fc molekula fragmentumon. (ANS: l-anilino-naftalén-8-
szulfonsav; Protein A: Staphylococcus aureus protein A, monovalens fragmentum; spin lab '1: 

kovalens kötésben levő nitroxil szabad gyök [6]) 

roszkópia, nem tudtunk ligand indukálta konformáció változásokat kimutat-
ni. Természetesen az, ha egy bizonyos módszerrel nem vagyunk képesek valami-
féle jelenséget érzékelni, az nem jelenti azt, hogy az illető jelenség nem létezik. 
Tudva, hogy drasztikus átrendeződés a molekulán belüli atomi pozíciókban 
nem következik be antigén hatására, másjellegű és érzékenyebb fizikai mód-
szerek felé fordultunk. 

Mint már a bevezető előadásban erre utalás történt, s mint erről rész-
letesen hallani fogunk Damjanovich professzor előadásában, a fehérje mole-
kulák a szerkezetüket stabilizáló erők természeténél fogva nem merev moz-
dulatlan konstrukciók, hanem — legalábbis fiziológiás hőmérsékleten — 
örökös nyüzsgésben lévő szerkezetek, s az általunk lerajzolt, megépített , 
röntgen diffrakcióval meghatározott térszerkezet csak egy egymással gyors 
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egyensúlyban lévő konformációhalmaz átlagértéke (18, 27, 29, 31). í g y e mole-
kulák szerkezetének pontosabb leírásánál a dinamikus tulajdonságokat sem 
szabad figyelmen kívül hagynunk. E dinamikus tulajdonságok megváltozá-
sának funkcionális hatása lehet jelentős anélkül, hogy az átlagértékek mérhető 
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15. ábra. Monovalens és bivalens antigének kötődésének hatása az ant i SIII poliszahaiid 
IgG girációs sugarára. Az ábrán a szórt röntgen sugárzás intenzitásának logaritmusát ábrázol-

tuk a szórási szög [16] függvényében, kollimációs korrekció után 

megváltozását okozná. A dinamikus tulajdonságok mérésére és összehason-
lítására alkalmas érzékeny módszer a hidrogén-izotóp kicserélődés, amely 
a molekula belsejében nagy valószínűséggel eltemetett peptid hidrogének 
expozíciójának valószínűségét méri (14, 32). Másként fogalmazva információt 
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szolgáltat azoknak a konformációs fluktuációknak az egyensúlyi és sebességi 
állandóiról, amelyek révén ezek az eltemetett csoportok időnként a felszínre 
kerülnek. A hidrogén-deutérium kicserélődési kísérletek eredményeit az ún. 
relaxációs spektrumokban foglalhatjuk össze legszemléletesebben (28, 30). 
Ezek a relaxációs spektrumok (16. ábra), tulajdonképpen eloszlás-függvények 
és azt mutatják meg, hogy egy fehérje molekulában, esetünkben az IgG mole-
kulában, a peptid hidrogének mely hányada, milyen valószínűséggel kerül 

1 2 3 4 5 6 7 8 

In (k0 t ) 

16. ábra. A monovalens és bivalens antigének kötődésének hatása a nyúl IgG relaxációs 
spektrumára. A szabad IgG-t körök, az IgG-monovalens antigén komplexe t háromszögek, 
az IgG-bivalens antigén komplexet négyzetek jelölik. A méréseket három p H értéknél végez-
tük: a teli jelek pH 5.42, az üresek p H 7.25 — a félteli jelölések p H 8.52 értéket jelölnek. 
A hőmérséklet 298 °K. X a még ki nem cserélődött peptid hidrogének arányát jelöli, k0 a 
kicserélődés kémiai sebességi állandója, I a kicserélődés kezdetétől e l te l t idő. A szaggatott 
vonalak olyan hipotetikus polipeptidek kicserélődési görbéi, melyek azonos , Q valószínűséggel 

exponálják peptid hidrogénjeiket az oldószer számára [35] 

kontaktusba az oldószerrel. Ha egy molekula konformációs motilitása csökken, 
ill. astabilitása nő, ez az eloszlás-függvény eltolódik a kisebb valószínűségek 
irányába. A 16. ábrán a szaggatott vonalak hipotetikus polipeptideket jel-
képeznek, amelyek kooperatív átmenetek útján, az ábrán rendre feltüntetett 
g valószínűséggel exponálják peptid hidrogénjeiket az oldószer számára. 
A berajzolt mérési adatok jól mutatják, hogy az IgG molekula peptid hidro-
génjeit nem kooperatív lokális fluktuációk útján hozza érintkezésbe az oldó-
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17. ábra. A parciális hőkapacitás hőmérsékletfüggése. A) Szabad nyúl immunglobulin, B) 
Monovalens poliszaharid antigénnel képzett komplex , C) Bivalens poliszaharid antigénnel 

képzet t komplex (monomer frakció [5]) 

szerrel. Látszik, hogy antigénkötés hatására a molekula konformációs 
motilitása csökken, s az is, hogy ez a változás az összes, mérhető sebességgel 
cserélődő, tehát nem felszíni peptid hidrogént érinti. Érthető , hogy a statisz-
tikus módszerekkel nem, v a g y csak éppen hogy kimutatható szerkezetválto-
zások ilyen eklatánsan jelentkeznek a relaxációs spektrumban, hisz ha a 
valószínűségeket fe l tüntető skálára nézünk, láthatjuk, hogy kis valószínű-
nűségű események gyakoriságának viszonylag nagy változásairól van szó. 

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 



AZ IMMUNGLOBULIN - KÜLÖNBÖZŐ TEVÉKENYSÉGEK ÖSSZEHANGOLÁSA EGY MAKROMOLEKULÁBAN 3 0 3 

Az, hogy egy nyitott konformer egy milliomod, v a g y tízmilliomod valószínű-
séggel fordul elő az átlagérték szempontjából legtöbb fizikai mérés pontossága 
esetén közömbös, a relaxációs spektrumban, vagy valamely a fluktuációkkal 
összefüggő funkcióban viszont ez már egy nagyságrend változást jelent. 
Ezért szeretném felhívni a figyelmet a detektált antigén indukálta motilitás 
változások esetleges funkcionális jelentőségére, és megismételni, hogy ezek 
a dinamikus tulajdonságbeli változások a IgG molekula egészére kiterjed-
nek (35). 

18. ábra. A nyúl IgG és különböző proteolitikus fragmentumai parciális bőkapacitásának 
hőmérséklet függése 

Másik érzékeny indikátora a térszerkezetváltozásoknak a hőkapacitás 
hőmérsékletfüggésének mérése adiabatikus mikrokaloriméterrel. A H — D ki-
cserélődéssel kimutatott jelenség a hődenaturációs görbéken jelentkező át-
meneti hőmérsékletek értékében, vagyis a konformációs stabilitás megválto-
zásában is tükröződik. Mint látható a 17. ábrából, az antigének hatására 
elsősorban az alacsonyabb hőmérsékleten mutatkozó átmenet —, amely a 
CH2 — CH3 domének közötti kapcsolat erősödésének felel meg —, tolódik el. 
Ennek az átmenetnek az azonosítását különböző fragmentumokkal végzett 
kísérleteink (18. ábra) tették lehetővé (35). Ez az átmenet csak az intakt IgG 
molekulában és a Fc fragmentumban észlelhető, vagyis ahol megvan a CH2 — 
CH3 kölcsönhatás. Ezek a kísérletek azért jelentősek, mert először demonstrál-
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1. Kismolekulasúlyú inhibitorok keresése 

( a n s ) 

Z Az inhibitor kötőhely behatárolása 

Fragmentumok fluoreszcencia titrálása 

CH 2 dómén 

Távolság meghatározás Kémiai módositások 

(Paramágneses próbák ) (LYS, ARG, TYR, TRP, HIS) 

C1q kötőhely 

Nagy felbontású proton NMR Modell építés 

270, 460 MHz Szekvencia összehasonlítás 

19. ábra. A nyúl IgG komplement kötőhelyének feltérképezésére irányuló munka 
stratégiája 

t á k egyérte lműen és kvant i ta t ív módon a CH2 — CH3 cisz kölcsönhatások 
l é t é t s azt, h o g y ezt az ant igén kötőhelytő l távoli kontaktus t az antigén 
kötődése befolyásolja . 

Az ant igén hatására beköve tkező funkcionális je lentőségű konformáció-
változások kimutatására és a domének között i információ átadás mechaniz-
musának felderítésere irányuló vizsgálataink egyik „mel lékterméke" volt 
a komplement kaszkád első e lemének, a Clq kötőhelyének a CH2 doménen 
belüli lokalizálása. E munka stratégiáját a 19. ábra szemlélteti . Kombináltuk 

2 0 
Kémiai eltolódás ppm 

20. ábra. A nyúl IgG Fc fragmentumának 270 MHz proton NMR spektruma [2] 
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a szekvencia össszehasonlítás, a modell-építés, a kémiai módosítások és a 
fizikai és affinitás próbák módszerét a kötőhely feltérképezésére. E l ső lépésben 
kis molekulasúlyú, Clq kötést gátló vegyületeket kerestünk. Az 1-anilino-
-naftalén-8-szulfonsav hidrofób fluoreszcens próba ilyen vegyületnek bizo-
nyult. Nagy felbontású NMR titrálással (20. ábra), távolság meghatáro-
zásokkal, spin és paramégneses próbák segítségével (21. ábra), affinitás 
próbával, és kémiai módosításokkal (22. ábra) jutottunk el odáig, hogy a 

kötőhely CH2 doménen belüli helyét (23. ábra) a kötésben résztvevő néhány 
oldalláncot és a kötés természetét meghatározhattuk. 

Összefoglalásként azt szeretném mégegyszer kiemelni, hogy az antigén 
felismerés és a komplement aktiválás között kapcsolatot teremtő bonyolult 
makromolekulák, az immunglobulinok funkciójával kapcsolatos szerkezetvál-
tozásait fizikai-kémiai szempontból jól jellemezhető oldott ál lapotú, és a 
kísérlet típusától függő mértékben leegyszerűsített molekulafragmentumokon 
és komplexeken vizsgáltuk. 

A módszereket úgy választottuk meg, hogy egymást kiegészítő infor-
mációt szolgáltassanak. Szemléletünket az jel lemezte, hogy funkcionális 
kölcsönhatások vizsgálatánál szem előtt tartottuk a makromolekulák flexi-
bilitását és dinamikus tulajdonságait. 

A Clq kötőhely feltérképezése mellett kimutattuk, hogy az antigén 
stabilizáló hatása a molekula Fc részére is kiterjed, vagyis a komplement 
kötőhelyet tartalmazó dómén mintegy „érzékeli" az antigén jelenlétét. Lehet-
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ségesnek tűnik, h o g y a szerkezet dinamikus tulajdonságaiban észlelt változás 
része a komplement kötőhely aktiválásának. 

E komplex munka bemutatásával az volt a célom, hogy szemléltessem 
miként lehet a f i z ika elveinek és módszereinek alkalmazásával közelebb jutni 
bonyolult biológiai rendszerek működésének megértéséhez. 

1/C1q(szabad) (jjg GlO D 

22. ábra. Az l-anilino-naftalén-8-szulfonsav fluoreszcens inhibitor hatása a 1 2 5I radioaktív 
izotóppal je lö l t Clq antigén-antitest aggregátumokhoz való kötődésére 

Szeretném végezetül megemlíteni, hogy ez a közös munka Rodney R. 
Porter, Straub F. Bruno és Gergely János professzorok bátorítására indult 
és a kivitelezésben résztvettek Medgyesi György, Rajnavölgyi Éva, Kilár 
Ferenc, Török Jud i t , Neubauer József; R a y m o n d A. Dwek, Simon Easter-
brook-Smith, Jonathan Boyd (Oxford); Szergej Yu. Venyaminov (Puscsino) 
és Jean-Claude J á t o n (Genf). 
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PHE 2 7 5 

23. ábra. A valószínűsített Clq kötőhely elhelyezkedése a CH2 d o m é n e n belül és a kötőhely 
felépítésében résztvevő aminosav oldalláncok 
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Bevezetés 

A magasabbrendű szervezetek a számukra idegen anyagok ellen több-
fajta módon védekeznek. A védekezés egyik eszköze az immunglobulinoknak 
nevezett fehérjevegyület család. Az ellenanyagok mintegy 75%-a IgG típusü 
immunglobulin. A továbbiakban csak ennek a típusnak vizsgálatára fogunk 
szorítkozni. Az immunglobulinok „feladata" — felismerni, megkötni az 
idegen anyagot (antigént), továbbá kiváltani a megkötött ellenanyag eltávo-
lításának folyamatát . 

A fenti bonyolult funkció megértéséhez ismerni kell az immunglobulinok 
szerkezetét. 

Szerkezetmeghatározási módszerek és az általuk nyert eredmények 

I. Biokémiai módszerek 

— 1959-ben P O R T E R kimutatta, hogy az IgG molekula cisztein jelenlétéhen 
papainnal három fragmentumra bontható szét (két Fab és egy Fc frag-
mentum), amelyek közül a Fab elnevezésűek megtartják az antigénnel 
való kapcsolódás tulajdonságát (PORTER 1959). 

— Ugyancsak 1959-ben E D E L M A N ismerteti eredményeit, miszerint az IgG-
inolekula felépítésében két ón. könnyű és két nehéz lánc vesz részt (EDEL-
MAN 1973). 1970-ben E D E L M A N megállapítja egy humán eredetű IgG 
láncainak aminosav-sorrendjét (EDELMAN 1973). Megválaszolatlan marad 
a kérdés a fragmentumok, i l letve láncok térbeli elhelyezkedését illetően. 

II. 

Az elektronmikroszkóppal kapott felvételek egyike (lásd 1. ábrát), amelyet 
V A L E N T I N E és G R E E N készített ( V A L E N T I N E 1967) háromszögletű és négyt. 
szögletű alakzatokat tartalmaz. A szerzők ezen alakzatokat ügy értelmezték, 
hogy azok bivalens, kis molekulasúlyú antigének által összekötött IgG-mole-
kulák trimér, i l letve tetramér konglomerációi. A második ábra mutatja be 
ezt az interpretációt, s ugyanott vannak feltüntetve a molekulák főbb méretei 
is. A molekulák alakját Y betűhöz hasonlíthatjuk. 
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1. ábra. Bivalens antigénekkel összekötött IgG molekulák elektronmikroszkóp felvétele 

2. ábra. Az elektronmikroszkóp felvételen látható háromszögletű alakzatok interpretációjának 
sematikus ábrája 
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III. 

A molekulák atomjainak helyzetét a röntgen-diffrakció módszerével lehet 
megállapítani, amennyiben a vizsgálandó anyag kristályos alakban előállít-
ható. S A R M A és munkatársai 1971-ben elvégezték a Dob IgG röntgendiffrak-
ciós vizsgálatát (SARMA 1971). A harmadik ábrán látható a kérdéses molekula 
balsafa modelljének fényképe. A mintegy 10 n m magas T-alakú molekula 
törzse az Fc fragmentumnak a 18,5 nm „fesztávolságú" felső szár a két Fab 
fragmentumnak felel meg. 

3. ábra. A D o b IgG mod-llje. (Az ábrán látható skála hossza 3 n m ) 

Látható a bemutatot t példákból, hogy a két módszer az IgG molekulát 
más alakúnak és különböző méretűnek látja. Megjegyzendő, hogy az előbbi 
két módszer alkalmazásához előkészített mintákban a molekulák nincsenek 
természetes körülmények között, s ez felveti annak a kérdésnek megválaszo-
lását, hogy természetesebb közegben, pl. fiziológiás oldatban vajon milyen 
alakú az IgG molekula és milyen méretekkel rendelkezik. 

IV. 

A szóródási kísérletekben használt röntgen v a g y neutronsugárzás tipikus 
hullámhossza néhány tized nanométer. A szórási szög nagyságrendjét a hullám-
hossz (Á) és a részecske globális méretének aránya szabja meg: 

( í ) 
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A fenti feltételből következik, hogy makromolekulák (így az IgG) 
esetében a szórási szög értéke á l ta lában kicsi. (Ezért szokás a módszert kis-
szögű szórásnak nevezni. 

A kísérleti elrendezést az alábbi sematikus ábrán érzékeltetjük (4. 
ábra). 

Sugárforrás Minta 

4. ábra. A kisszögű szórásvizsgálat mérésösszeállításának sematikus ábrája 

Az egységes leírás kedvéért bevezetjük a szórási vektor abszolütértéké-
nek (x) fogalmát. 

* = ( 2 ) 

s a szórt intenzitást e paraméter függvényének fogjuk tekinteni. 
Oldatban lebegő részecskék természetesen véletlenszerűen orientáltak, s 

emiatt a kisszögű szórás mérésből nem nyerhető teljes információ a részecskék 
szerkezetét és alakját illetően. E rendezetlenség az oka annak, hogy a szórt 
intenzitást elegendő, mint а к abszolút értéke függvényeként kezelni. 

A teljességre való törekvés nélkül felsorolunk néhány alapvető infor-
mációt, amelyet A kisszögű szórás segítségével nyerhetünk. (Lásd pl. JACROT 

összefoglaló cikkét (JACROT, 1 9 7 6 ) ) . 

Homogén monodiszperz részecskék oldata esetében a szórt intenzitás a 

l(x) = I„ • с • v: F(x ) j 2 (3) 
v 

kifejezéssel adható meg. 
Itt с — a koncentráció, v — a részecske térfogata, aj az oldott mole-

kula atomjainak szórási amplitúdója, gs — az oldószer szórási amplitúdó 
sűrűsége. 

F(x)2 a részecske alakját, méretét jellemző form-faktor. 

1. Kis x esetén 
i F (x) I2 = e-1'3*2**' 

J(e( f ) ) í 2 d? (4) 
ahol R2

g = 
J 9 ( r ) d r 
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az ún. girációs sugár négyzete s a részecske globális méretét, sűrűség el-
oszlását jellemző mennyiség. 

2. Fontos a vékony hosszú rúd alakú molekula esete, ekkor 

| F ( « ) P = — e - 1 ' . " ' ^ (5) 
к 

ahol Rq •— az ún. keresztmetszet girációs sugara. 
A form-faktor előtti zárójel tüzetesebb vizsgálata adja meg a választ arra 
a kérdésre, hogy miért célszerű a drága és relative kis intenzitású neutron 
nyalábokkal végzett kisszögű szórásvizsgálat? 

a) A biológiai anyagokban rendkívül nagy mennyiségben jelenlevő hidrogént 
a neutron ugyanolyan jól érzékeli mint a többi atommagot , míg a röntgen-
sugárzás számára a hidrogénatom szinte láthatatlan. 

b) A hidrogén szórási amplitúdója ан = —0,34 • 1 0 ~ 1 2 em, míg a nehéz-
hidrogén (deuterium) szórási amplitúdója ao = 0,67 • 1 0 - 1 2 cm, mint látjuk 
különböző előjelű. A víz és nehézvíz keverékének szórási amplitúdó sűrű-
sége ezért széles határok között mozog s igaz, hogy 

í?H,o Q fehér je д 0 г 0 

0,6 • 1014 cm /Á3 < 2 • 1014 cm / Á 3 < 6,4 Ю 1 4 cm /А3. 
(6) 

í g y Q megfelelő módon megválasztható s elérhető például a 

У a 
^ •= ff. (?) 

egyenlőség, ahonnan a molekula térfogata meghatározható. 
Az oldószer szórási amplitúdó sűrűségének változtatását „kontraszt 

variáció" módszerének szokás nevezni , s a módszer különös jelentőséggel 
bír az inhomogén molekulák szerkezetének felderítése során. 

S most példaként tekintsünk három olyan kérdést, amelyre a kis-
szögű szórás módszerével kaptunk választ. 

1. Milyen az IgG molekulát alkotó három fragmentum relatív térbeli helyzete, 
ha a molekula oldatban — természetes közegben — v a n ? 

A kisszögű szórás módszerével mért intenzitás eloszlást az ún. „kereszt-
metszet" koordinátákban, azaz a lg (I(x)Xx) görbét a y.2 függvényében 
ábrázolva az 5. ábrán látható, s az IgG molekulára jellemző, szórási inten-
zitás eloszlást kapjuk (CSER). Mivel a szórási intenzitás és a molekula 
alakja, valamint szerkezete között nincs egyértelmű megfeleltetés, így 
a kísérleti eredmények révén csak szétválaszthatjuk a lehetséges molekula 
alakokat a nem lehetségesektől. Ezt a következő módon tehetjük meg. 
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ábra. Az IgG molekulák jellegzetes kisszögű szórási intenzitás eloszlási görbéje. l g ( I x x ) , 
к 1 k o o r d i n á t a rendszerben 

Az elektronmikroszkópia, a kristályszerkezet, valamint más információk 
alapján megszerkesztjük a molekula valószínű modelljeit és megfelelő 
számítástechnikai eljárással kiszámítjuk a modelleknek megfelelő szórási 
intenzitás görbéket, majd azokat összehasonlítjuk a mérési eredményekkel. 
A 6. ábrán az elektron mikroszkópsugallta Y modell (6a. ábra) és a röntgen-
diffrakció alapján kapott T-model l (6b. ábra) láthatók. Az Fatl „karok" 
további lefelé hajlításával e g y harmadik modellt is előállítottunk (6.c. 
ábra), hogy a Fab fragmcnsek különböző helyzetének a számított szórási 
intenzitás eloszlásra kifejtett hatását tanulmányozzuk. 

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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C) 
6. ábra. Az IgG molekula három jellegzetes modellje, a) Y — alakú, b) T — alakú, c) lefelé 

hajló karú 

A számított és mért szórási intenzitás görbék összehasonlításából arra 
a következtetésre jutottunk, hogy az Y-alak kizárható a lehetséges modellek 
közül, mivel a vizsgált x tartományban a számított görbe a lakja erősen 
eltér a mért görbe alakjától (7a. ábra). 
A T, valamint a lefelé hajló „karú" modellek eltekintve a x2 tartomány 
közepén látható kisebb domború kitüremkedéstől a mért intenzitás eloszlást 
jól közelítő számított intenzitás eloszlásra vezettek (7b és 7c ábrák). 
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Következésképpen az IgG molekulák alakja oldott állapotban nem lehet 
Y-alakú, de a T vagy a lefelé haj ló karalak lehetséges. 

2. Az IgG molekula méretei közül ragadjunk ki egyet, nevezetesen a két 
F a b fragmentum együttes hosszát , amelyet jelöljünk 1-lel. Az elektron-
mikroszkópiái felvételből 

1 = 12 nm, míg a röntgendiffrakció 
1 = 18,5 nm értéket adott. 

0 50 100 150 аГхкИпт 2 ) 
7. ábra. A 6. ábrán lá tható modelleknek megfelelő számított szórási intenzitás eloszlási görbék 

a) Y — alakú modell, b) T - alakú modell, c) lefelé hajló karú modell 
(A szaggatott vona l a mért görbe menetét jelzi) 

E z t a mennyiséget a kisszögű neutronszórás segítségével a következő 
módon határoztuk meg. Készítettünk o lyan monovalens antigéneket, 
amelyeknek a szórási amplitüdósnrűsége különbözött az IgG molekula 
átlagos szórási amplitúdó sűrűségtől. Az oldószer összetételét nehéz és 
normál víz keverésével ügy választottuk meg , hogy annak szórási ampli-
túdósűrűsége v iszont megegyezzen az IgG molekula szórási amplitúdó 
sűrűségével (zérus kontraszt esete). A neutronok csak az IgG molekulák 
által megkötött antigéneket (esetünkben 40 000 d molekulasúlyú dextrán 
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molekulákat) érzékeljék. A szórási intenzitás eloszlás ekkor egy oszcilláló 
tagot tartalmaz. 

I(k) = I 0 ( * ) + A Í Í ^ L (8) 
xl 

amelynek argumentumában a két antigén súlypontjának 1' távolsága 
szerepel. Az oszcilláló tag m a x i m u m és minimum helyeiből 1' jól meghatá-
rozható, amelyből ha levonjuk az antigének más mérésekből ismert át-
mérőjét a kívánt 1 — (Fab — Fab) „fesztávolságot" kapjuk meg. A fenti 
eljárás segítségével két különböző, sertés IgG fenti jellemzőjét határoztuk 
meg. Ezekre — 2 6 , 7 ^ 1 , 2 nm és 1 2 = 2 0 , 1 , 4 nm értékeket kaptunk 
( C S E R 1 9 7 8 , 1 9 8 0 ) . Összevetve eredményeinket az elektronmikroszkópia, 
a röntgendiffrakció adataival, megállapíthatjuk, hogy oldatban az IgG 
molekulák nyúlánkabbak, mint kristályos közegben vagy az elektron-
mikroszkóp számára preparált állapotban. A két általunk kapott érték 
különbözőségéből pedig az egyes IgG-k méretbeli különbözőségére is követ-
keztethettünk. Ez a következtetés jó összhangban van más mérések (pl. 
girációs sugár mérései) eredményeiből levont hasonló tapasztalatokkal 
( C S E R 1 9 7 7 ) . 

3. N e m érdektelen kérdés pl. az IgG molekulák effektor funkciójának meg-
értése szempontjából, hogy miként viselkedik a molekula antigén befogása 

során ? 
H a igen kisméretű, néhány száz dalton molekulasúlyú antigéneket reagál-
tatunk az immunoglobulinokkal, akkor a kapott IgG-antigén2 komplex 
méretei az IgG méreteivel lesznek azonosak. 
Az előbb említett sertés IgG egyikét dinitrofenil-csoportot tartalmazó 
monovalens antigénekkel reagáltattuk. Az IgG-(Dnp antigén)2 komplex 
szórási intenzitás eloszlását összehasonlítva az intakt IgG molekula szórási 
intenzitás eloszlási görbéjével (8. ábra) azt tapasztaltuk, hogy a két görbe 
alakja erősen hasonlít egymáshoz, de az egyenes szakaszokat jellemző 
Rq l l 2-keresztmetszeti sugarak, valamint a girációs sugár (R g ) értékei azonos 
mértékben megváltoztak, mégpedig ügy, hogy az intakt molekulát jellemző 
paraméterek értéke volt a nagyobb. 

7 % . (9) ' f l R g ^ élRqi ^ ZlRq, 

Rg " Rqi Rq2 

Durván szólva ez a következőket jelenti, 
— a molekula egésze reagál az antigén megkötésére, azaz mind az Fab, mind 

az Fc fragmens méretei csökkennek. 
— a molekula alakja viszont lényegében nem változik meg. 

A fentiek alapján feltételezhetjük, hogy az antigének megkötése után 
fellépő konformációs változás, amely végig fut az egész molekulán az Fab 
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fragmensektől az Fc fragmensig, lehetővé teszi a komplement-rendszer akti-
válódását . 

Az itt e lmondott három példa, amelyeket saját munkáinkból emeltünk 
ki, csak kiragadott reprezentánsa mindazoknak a lehetőségeknek, amelyekkel 
a kisszögű neutron és röntgenszórás rendelkezik, s amelyek természetesen 
n e m szorítkoznak kizárólagosan az immunglobulinok szerkezetének felderíté-
sére, hanem a legkülönbözőbb biológiai makromolekulák szerkezetének meg-
ismeréséhez nyújtanak egyedülálló segítséget. 

lg (I xX 

t 

-1,0 

-1,2 

-1,4 

0 50 100 150 Á x 10 2 (nm) 
8. ábra. Sertés anti-Dnp IgG molekula kisszögű szórási intenzitás eloszlás görbéje 

О — intakt IgG 
+ — IgG-(Dnp-antigén). komplex 
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F E H É R J E MATRIX DINAMIKÁJA ÉS AZ 
ENZIMFUNKCIÓ KÖZÖTTI KAPCSOLAT 

D A M J A N O V I C H S Á N D O R , SOMOGYI B É L A é s TRÓN L A J O S 

Debreceni O r v o s t u d o m á n y i E g y e t e m Biof iz ika i Intézete 

Bevezetés 

A különböző fehérjefunkciók (katalitikus, receptor stb. tulajdonságok) 
megértéséhez nyi lvánvaló feltétel a struktúra tisztázása. A tudomány fejlő-
désének, az adott funkcionális tulajdonságokról felhalmozódó ismereteknek 
ugyanakkor az a következménye, hogy időről-időre változik a kutatásban 
a különböző strukturális tulajdonságok súlyozása. 

Jól felismerhető ez a tendencia az enzimfehérjék katalitikus sajátságai-
nak vizsgálatát célzó kutatásokban is. Az enzimek katalizáló képességét 
leíró első elméletek csaknem kizárólag az enzimek aktív centrumában lezajló 
jelenségeket vizsgálták (1. pl. L A I D L E R 1 9 6 5 ) , míg az enzim további részeit 
tígy tekintették, mint amelyek az aktív centrum atomcsoportjainak meg-
felelő konformációs állapotáért felelősek. Ezt a rigid-enzim képet látszottak 
alátámasztani a fehérjék és más makromolekulák kristályos szerkezetéről 
számot adó adatok, amelyek többek között Bernal, Perutz és Kendrew mun-
kásságának köszönhetők. 

Az enzim funkcionális struktúrájának plasztikusabb képe akkor kezdett 
formálódni, amikor L I N D E R S T R D M - L A N G a fehérjékben a H — D kicserélődés 
kinetikáját tanulmányozva azt találta, hogy annak sebességét a fehérje-
struktúra plaszticitása, motilitása határozza meg, s ez a motilitás konfor-
máció-érzékeny ( L I N D E R S T R O M - L A N G , SCHELLMAN 1959). 

Tekintve, hogy a klasszikus elméletek szinte mindegyike az enzimek 
aktív centrumára lokalizálta az enzimek katalitikus hatását, érthető, hogy 
kezdetben a flexibilisebb enzimstruktúrát feltételező elméletek is az enzimek 
ligandkötő centrumát, vagy annak környezetét vizsgálták. Ilyen volt K O S H -

L A N D „induced f i t" elmélete, amely feltételezte, hogy az enzimhez kötődő 
szubsztrát deformálja az enzim „plasztikus" kötőcentrumát (KOSHLAND 
1 9 5 8 ) . A M O N O D és mtsai ( 1 9 6 5 ) allosztéria elmélete, valamint a STRAUB és 
SZABOLCSI ( 1 9 6 4 ) által megfogalmazott, az enzimek ligandkötését leíró ún. 
„fluktuációs f i t" elmélet már túllépett ezen a szemléleten is, amennyiben az 
enzimmolekulákat úgy tekintette, mint amelyek sok, szabadenergia-szintben 
egymáshoz közelálló konformációs állapotot is felvehetnek. Ezen konformációs 
állapotok egy része alkalmas egy adott szubsztrát megkötésére, míg mások 
nem. Az enzimmolekulák tehát konformációs f luktuációt végeznek, és a 
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l igandok az alkalmas konformációs állapotú molekulához kötődve stabilizálják 
az adot t állapotot, e l tolva i lymódon a konformációs egyensúlyt. 

Ezek, a bizonyos mértékig önkényesen kiragadott példák is illusztrálják, 
hogy az enzimek katalitikus tulajdonságának vizsgálata során hogyan került 
fokozatosan előtérbe az enzimmolekulák struktúrájának dinamizmusa. 

A fehérje matrix dinamikájának elméleti és kísérletes vizsgálati 
lehetőségei 

Arra a kérdésre, hogy a fehérje matrix struktúrájának dinamizmusa 
milyen szerepet játszik az enzimek katalitikus képességében, igen nehéz 
minden részletében alapos választ adni. Ennek oka részben az. hogy a fehérje, 
mint makromolekula dinamikájának atomi szintű leírása tulajdonképpen a 
klasszikus soktest-problémákba ütközik. Tovább bonyolítja a képet, hogy 
már a többé-kevésbé részletes leíráshoz is figyelembe kell venni, hogy a fehérje-
molekulák a környezetükkel intenzív , és a dinamikus sajátságokra nézve 
legalábbis részben meghatározó energetikai kapcsolatban vannak. Tekintve, 
hogy az enzimek fiziológiás környezete vizes oldat, s a víz mint folyadék 
dinamikai szempontból önmagában is problematikus, a vizes oldatban lévő 
fehérjékben lezajló transzportfolyamatok explicit, részletes leírása legalább-
is je lenleg — nem valósítható meg. 

A valóság eme pesszimista képe ellenére a hetvenes évek eleje óta egyre 
gyarapodnak azon elméleti és kísérletes vizsgálatok, amelyek a teljes enzim-
molekula dinamikájának, fluktuációs karakterének, s ezek katalitikus akti-
vitásban játszott szerepének t isztázását célozzák. 

Tekintve, hogy célunk főként az e tárgykörbe eső saját vizsgálataink 
összefoglalása, az elméleti vizsgálatokat illetően itt csak megemlítjük a G R E E N 

és J i (1973) által kidolgozott elektro-mechano-kémiai elméletet. C A S E R T A és 
C E R V I G N I (1974) piezoelektromos elméletét , valamint K R A M E R 1940-ből szár-
mazó elméletének G A V I S H és W E R B E R (1979) által történő felelevenítését és 
átdolgozását mint o lyan elméleteket, amelyek az enzimmolekula egészét 
mint fluktuáló, energiatranszfer folyamatokban aktívan résztvevő, a környe-
zetével energetikai egységet képező katalitikus egységet kezelik. 

Hasonló szemléletű enzimmodelt dolgoztunk ki intézetünkben 1971-től 
kezdődően ( S O M O G Y I . D A M J A N O V I C H 1971, 1975; D A M J A N O V I C H , S O M O G Y I 

1973. 1978). 
Vizsgálatainkban a legegyszerűbb. Michaelis-féle enzimreakciót tárgyal-

tuk: 

E + S E S E + P . ( 1 ) 

Bár a valóságos enzimreakciók ennél jóval bonyolultabbak, a k r k_ 4 és k., 
sebességi állandókkal jellemzett folyamatok univerzálisak, amennyiben 
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valamennyi enzimreakció bármely részlépése ezen sebességi állandók vala-
melyikével leírható folyamatként kezelhető. 

Az E S komplex aktiválását eredményező folyamatokat illetően feltéte-
lezzük, h o g y a komplex a környezetével állandó energiacserében állva, a kör-
nyezettől fe lvett energia egy részét fordítja az ES, ill. E P állapotokat elválasztó 
energiagát leküzdésére. A különböző t ípusú energiaforgalmat megvizsgálva 
azt találtuk, hogy a katalízisben az űn. T —>• V átmenetek játszanak meg-
határozó szerepet, vagyis azon fo lyamatok, amikor a környezet különböző 
molekulái (puffer, különböző nagyságú víz-asszociátumok stb.) a komplex 
felületére ütközve transzlációs energiájuk egy részét átadják az ES komplex-
nek úgy, hogy a felületi atomcsoportok vibrációs szintjeit gerjesztik. Ezen 
energiák egy része eljuthat egészen a komplex belsejébe is, más része azonban 
visszacsatolódik a környezethez. A komplexet a fehérjestruktúra által meg-
határozott speciális csatolású oszcillátorrendszerrel modellezve belátható, 
hogy a felületi csoportok vibrációs energiája a struktúra által meghatározott 
„energiautakon" az enzim aktív centrumába kerülhet. Feltételezzük, hogy 
a komplex aktiválásához annak ki tüntetet t felületi pontjain megfelelő idő-
rendben energiát kell felvennie, vagyis az aktiváláshoz egy megfelelő „ütközési 
minta" szükséges. Nyilvánvaló, hogy a statisztikusán előforduló ütközések 
között a megfelelő ütközési minta előfordulási valószínűsége az enzimre 
specifikus, amennyiben az enzimre je l lemző kitüntetett felületi pontok szá-
mától, helyétől , s az ugyancsak enzimfüggő időrendtől függ. Ez a való-
színűség függ továbbá — a T —• V átmenetekre fennálló kvantumfizikai 
megkötések miatt — a környező molekulák tömegeloszlásától is (STRETTON 
1969). 

A kinetikai konstansokat fizikai paraméterekre bontva, a fent bemu-
tatott feltételeket egy, a folyadékokra kidolgozott egyszerű rácsmodell (SOMO-
GYI 1971) segítségével v e t t ü k f igyelembe a k2 és k _ j konstansokat felépítő 
paraméterek további felbontására. 

A matematikai tárgyalás végeredménye: 

ill. 

ahol 
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k~ , = Ps 
kT 

n)?y]Q 

Ed bd> 
e ~ k T — | e kT ( 2 ) 

кг — Ps * к Т - е - к - т , 
7lX2r]Q 

(3) 

k, J 2 c ) v j e x p 
E —ED/KT _ I f i 

I I 
i-1 

m ] 
2kT 

( 4 ) 
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és 

e—Ep/kT = Ц k' (wf-vf)j 
(5) 

Ji 

j=i 

A (2) —(5) egyenletekben szereplő minden egyes paraméter az ES komplex 
vagy környezetének molekuláris szintű jellemzője ( S O M O G Y I , D A M J A N O V I C H 

1 9 7 5 ) . Modellünk először írta le többé-kevésbé explicit, kvantitat ív módon 
az enzimatikus reakciók kinetikai konstansait úgy , hogy megadta azok mole-
kuláris paraméterekre való felbontását, s alapfeltevésként abból indid ki, 
hogy a komplex aktiválási folyamatában az enzim és környezete által együtte-
sen meghatározott fluktuációs folyamatok — az ES komplexen belüli energia-
vándorlási és szuperpozíciós folyamatok — lényeges szerepet játszanak. 

A tárgyalásmód egyenes következménye, hogy a modell egy új enzim-
szabályozási módot jósol meg, azt ugyanis, hogy a környezet tömegeloszlásá-
nak megváltozása — minden más paraméter változatlan értéke mellett is — 
a k2 és értékének az enzimre specifikus megváltozását eredményezi. 

Azon kérdés kísérletes megközelítése, hogy az enzimfehérjék dinamikus 
jellemzői milyen szerepet játszanak az enzimatikus tulajdonságok meghatáro-
zásában — az elméleti jellegű vizsgálatokhoz hasonlóan —, számos nehézség 
leküzdését kívánja meg. 

A fehérjeszerkezet belső dinamikájának, fluktuációs karakterének jellem-
zésére L A K O V I C Z és W E B E R (1973) a triptofán fluoreszcenciájának oxigén 
segítségével történő kioltását használták. Később E F T I N K és C H I R O N (1975, 
1976a, 1976b, 1977) hasonló vizsgálatokat végeztek akrilamid segítségével. 
Mindkét kioltó csak úgy juthat be a fehérje belsejébe, hogy a fehérje matrix 
szerkezeti fluktuációjának eredményeképpen formálódó tranziens csatornák, 
lyukak képződnek, és ezek teszik lehetővé a fehérjén belüli diffúziót. A dina-
mikus karakterű kioltási fo lyamat detektálása révén tehát a kioltok fehérjén 
belüli diffúziójáról nyerhetünk információt. 

Kísérletes vizsgálataink célja az volt, hogy foszforiláz b esetén a trip-
tofán csoportok fluoreszcenciájának akrilamid kioltását megpróbáljuk össze-
függésbe hozni az enzim katalitikus vagy regulatorikus tulajdonságaival. 
Úgy véljük, hogy egy ilyen korreláció ugyan nem közvetlen bizonyítéka a 
fluktuációs mozgások enzimatikus folyamatokban betöltött szerepének, azon-
ban a jelenlegi kísérletes módszerek segítségével többet állító konklúzióra 
jutni igen nehéz lenne. 

Vizsgálataink során az alábbi eredményeket kaptuk: akrilamid hatására 
a foszforiláz b triptofánjainak fluoreszcencia intenzitása csökkent. Ezt szem-
lélteti az 1 . ábra, ami a mérési adatoknak a S T E R N — V o L M E R - e g y e n l e t ( 1 9 1 9 ) 
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szerinti ábrázolását mutatja . A fluoreszcencia kioltás értékére jellemző F 0 / F 
hányados 0,5 M akrilamidkoncentráció értékig lineárisan nő, ami arra utal , 
h o g y a kioltás mechanizmusát tekintve dinamikus. E z t a f luoreszcencia 
é let tartam méréseink is igazolták. 

A módosí tot t STERN—VoLMER-egyenlet alkalmas annak e ldöntésére , 
hogy az összes tr iptofánmennyiség hányad része hozzáférhető a kioltó s z á m á r a . 
Ennek vizsgálatát az te t te szükségessé, h o g y a foszforiláz triptofán f luoresz -

10 
F 
1,50" 

1,25-

1,00-
0,0 0,1 0,2 

[ a k r i l a m i d ] 

0,3 
(M ) 

0,4 0,5 

1. ábra. A foszforiláz b saját fluoreszcenciájának az akrilamid koncentrációtól való függése 
STERN—VOLMER ábrázolásmódban. A méréseket 30 °C-on végeztük, a fluoreszcenciát 295 nm 
hullámhosszú fénnyel gerjesztettük, az emisszót 333 nm hullámhossznál detektáltuk. A minták 
abszorpciója a gerjesztési hullámhosszon 0,05 volt . F0 az akrilamidot nem tartalmazó minta 

fluoreszcencia intenzitása 

cencia kál iumjodid segí tségével történő kioltásának analízise arra u ta l t , 
hogy a molekulánkénti 12 tr ipto fán közül 3 a felülethez köze l , míg 9 az enz im-
molekula belsejében helyezkedik el. 

A 2. á b r a a mérési a d a t o k m ó d o s í t o t t STERN—VoLMER-egyenletnek 
megfele lő á b r á z o l á s á t m u t a t j a . Az o r d i n á t a metsze t é r t é k e a z t m u t a t j a , h o g y 
az ak r i l amid vég te len n a g y k o n c e n t r á c i ó b a n az összes t r i p t o f á n t k é p e s ki-
o l tan i , azaz a foszfori láz m i n d e n t r i p t o f á n c sopor t j á t e lé r i , t ehá t v a l ó b a n 
b e j u t az enz immoleku la be l s e j ébe . 

Az enzim fluoreszcenciás vizsgálataival párhuzamosan enzimaktivi tás-
mérések is történtek. Ezen vizsgálatok azt mutatták, h o g y az akri lamid 
csökkenti az enzim maximál i s sebességét, de a szubsztrátkötő képességét 
nem befolyásolja. Ezt m u t a t j a a 3. ábra, ami különböző g lükóz- l - foszfát 
(G- l -P) és akrilamid-koncentráció mellett végzett aktivitásmérési a d a t o k 
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Lineweaver—Burk szerinti ábrázolása. A foszforiláz többi ligandjára (gliko-
gén, AMP) is hasonló eredményeket nyertünk. 

Az akrilamid denaturáló, vagy durva konformáció-változtató hatása 
ellen szól az a tapasztalatunk, hogy 0,5 M akrilamid-koncentrációig az enz im 
egyrészt kb. négy órán át változatlan aktivitást mutat, másrészt a triptofán 
csoportjainak fluoreszcenciás spektruma sem változik. Megvizsgálva az akril-
amid hatásának reverzibilitását azt tapasztaltuk, hogy mind a triptofán 
fluoreszcenciára, mind az enz im aktivitására gyakorolt hatás tökéletesen 

b-F 

6 -

5 -

A-

3 -

2 -

/ 
/ 

0 1 2 3 A 5 6 

[ak r i l amid 

2. ábra. A foszforiláz b saját fluoreszcenciájának az akrilamid koncentrációtól való függése 
módosított STERN—VOLMER ábrázolásmódban. A mérések feltételei azonosak az 1. ábra 

szövegében megadottakkal 

reverzibilis. Az akrilamid fluoreszcencia kioltó- és aktiváláscsökkentő hatásá-
nak korrelációját illetően a 4. ábra nyújt felvilágosítást. 

Az ábra tanúsága szerint a korreláció meglepően erős. Eszerint, s a fenti 
megállapítások alapján eredményeink úgy interpretálhatók, hogy a két hatást 
kiváltó ok közös: az akrilamidnak az enzimmolekulában va ló jelenléte, egy-
részt a triptofán csoportokkal ütközve azok fluoreszcenciájának ütközéses 
kioltását, másrészt a molekula atomcsoportjainak mozgási szabadságát (fluk-
tuációját) korlátozva az enz im aktivitásának csökkenését okozza. Interp-
retációnkat alátámasztja, h o g y az akrilamid nem befolyásolja az enzim 
funkcionális ligandjainak (aktivátor, szubsztrátok) kötődését , ami ellene szól 
annak, hogy a hatást az akrilamidnak a kötőcentrum konformációját meg-
változtató specifikus kötődése produkálná. 
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[G1P] х 1 ° 2 ( т м ) 
3. ábra. A glikogénszintézis kezdeti sebességének a G - l - P koncentrációtól való függése kettős 
reciprok ábrázolásban. A méréseket 50 mM T R I S , 1,5 mM EDTA, 10 mM MEA pufferben 
(pH = 6,8) végeztük 30 °C-on. Koncentrációk: [Glikogén] = 1% (w/v); [AMP] = 1 mM; 
[akrilamid] = 0 ( • ) ; 0,4 M (A); 0,8 M ( • ) . A reakció sebességét önkényes egységekben adtuk 

meg 

F 
4. ábra. A foszforiláz b által katalizált reakció különböző akrilamid-koncentráció mel let t mért 

maximális sebessége és a relatív fluoreszcencia intenzitás reciproka közötti összefüggés 

A vizsgálatok felhasználási lehetőségei 

Bár a lapsz in tű k u t a t á s o k esetén n e m hálás dolog az é r tékmegál lap í tás , 
t a l án nem érdekte len még az e lőzőekben b e m u t a t o t t , erősen a l a p k u t a t á s i 
p rob léma esetében sem legalább megkísérelni , hogy a gyakor la t i v o n a t k o -
zásokra is u t a l j u n k . A fehér jék f l u k t u á c i ó j a — amenny iben v a l ó b a n nem 
csupán egy a t t r i b u t u m , de funkcionál is je lentése is v a n — szerepet j á t s z h a t 
a fehér je - fehér je kö lcsönhatás során, úgy , hogy az összekapcsolódot t f ehé r j e 
„ k o n g l o m e r á t u m " m á r eleve más je l legű funkcionál is egységet képezhe t , 
min t az azt felépí tő elemek puszta add íc ió ja . E n n e k a mul t ienzim komplexek 
működésének megér tésében igen fontos szerepe lehet . 
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A s e j t m e m b r á n gl ikoproteidjeinek mozgása , amely immunológiai és 
m é g sok egyéb ci tológiai szempontbó l is a l a p v e t ő fontosságú, közvet len kap-
cso la tba hozha tó a fehérje-rész s a j á t f l uk tuác ió j áva l . A köze lmúl tban ki-
m u t a t t á k , hogy a főleg gl ikoproteidekből fe lépü lő m e m b r á n receptorok la te-
rá l i s és rotációs d i f fúz ió ja szinte kizárólag a fehér je - fehér je kö lcsönha tás tó l 
f ü g g ( N I G G , C H E R R Y 1 9 7 9 , S C H I N D L E R és m t s a i 1 9 8 0 ) . A receptorok la terá l is 
és rotációs mozgása (amit a f l u k t u á c i ó befolyásol) a l igand-receptor kapcso-
lódásá ra is k i h a t h a t . Ez u tóbbi közvet len immunológia i , onkológiai , f a r m a k o -
k ine t ika i je lentősége pedig v i t a t h a t a t l a n . í g y tú lzás nélkül á l l í t ha t juk , h o g y 
a tel jesen e l v o n t n a k tűnő f e h é r j e f l u k t u á c i ó - k u t a t á s némi adap tá lá s u t á n 
közve t l en gyakor l a t i jelentőségre t e h e t szert. 
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V E N E T I A N E R PÁL 

MTA Szegedi Biológiai Központ Biokémiai Intézete 

A DNS szerkezeti modelljének megalkotása (26), a gén és az általa 
kódolt fehérje kolinearitásának bizonyítása (27), valamint a genetikai kód 
megfejtése (12, 16, 17) szilárdan megalapozták mai elképzeléseinket arról, 
hogy általában hogyan határozza meg a DNS nukleotidsorrendje az általa 
kódolt fehérjék szerkezetét. Azt is tudjuk, hogy a fehérjekódoló funkciót 
betöltő DNS-en kívül vannak a DNS-nek olyan szakaszai, amelyek szabályozó 
szerepet játszanak, mintegy utasításokat adnak a leolvasó rendszernek a 
működés megkezdésére, leállítására, a működés igények szerinti fokozására 
vagy csökkentésére. Mivel a DNS-szerkezet (nukleotidsorrend) vizsgálata 
a közelmúltig lehetetlen volt, e szabályozó funkció vizsgálatára csak indirekt, 
genetikai módszerek álltak rendelkezésünkre. A molekuláris genetika teljesítő-
képességének gyönyörű bizonyítéka, hogy így is sikerült a génműködés szabá-
lyozásának olyan modelljét megkonstruálni (8), amely a későbbi közvetlen 
szerkezeti vizsgálatok fényében lényegében helytállónak bizonyult. 

A hetvenes évek szenzációs eredményei: a D N S - t meghatározott nukleo-
tidsorrendű helyeken bontó restrikciós endonukleáz enzimek felfedezése (21), 
a génsebészet (in vitro DNS rekombináció, D N S klónozás) technikájának 
kialakulása (2, 7), valamint a gyors D N S szekvencia-meghatározási módszerek 
kidolgozása (13, 20) lehetővé tet ték elvben bármely kiszemelt DNS-szakasz 
izolálását és teljes szerkezetének megállapítását. í g y esetről esetre, teljes 
egyéni bonyolultságában tanulmányozható a génműködés, szabályozás és 
a nukleinsavszerkezet közötti összefüggés. Természetesen a feladat általános 
elvi megoldhatósága nem jelenti azt, hogy könnyű és gyors válaszokat kap-
hatunk a feltett kérdésekre. Az eddig analizált esetek száma még kevés, nem 
elegendő a széles körű általánosításhoz. Minden új kísérleti rendszer új, sokszor 
meglepő vonásokkal gazdagítja az eddig még elég hiányos képet. 

A következőkben a bevezetőkben mondottakat saját kísérleti munkánk 
eredményeinek ismertetésével szeretném alátámasztani. 

A munkacsoportunkban évek óta vizsgált kísérleti rendszer: a bakteri-
ális riboszomális R N S - t kódoló gének, liárom ok miat t látszottak különösen 
vonzó objektumnak az i lyen típusú vizsgálat számára. 

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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1. Ezek a bakteriális genom legaktívabban működő, legnagyobb frek-
venciával átírt génjei, amelyek működése többirányú bonyolult szabá-
lyozás alatt áll. 

2. A szabályozás kizárólag génszinten történhet, mert az átírási termék, 
az RNS, n e m íródik át fehérjévé, transzláció nincs. 

3. Mivel az r R N S - t kódoló gének redundánsak (több példányban fordulnak 
elő a genomban) és működésük létfontosságú, genetikai eszközökkel 
egyáltalán n e m vizsgálhatók. 

Fenti okok mia t t úgy véltük, hogy e rendszer elemzése az új technikák 
által kínált lehetőségek teljes kihasználásával, új vonásokkal gazdagíthatja 
a nukleinsavszerkezet és génműködés összefüggéseiről kialakuló képet . 

S , S 2 T 
U F / / / / / / / / / 2 / / / / / / / / / / / / / / / 7 7 ] F7I 1 / / / / / / / / / / / Л У Л У / У V / / / / / / / / / / Л - У Л',• ' / , ' / . ' , ' / / / / Л Ш ffiffil 

16S ÍRNA, 23 S 5S tRNA 2 
tRNA3 

i 1 1 1 1 l 
0 1 2 3 4 5 kb 

1. ábra. Az rRNS-t kódo ló gén (operon). Sat írozva az érett r R N S és t R N S molekulákat kódoló 
szakaszok 

Munkánk indulásakor tudtuk , hogy a három különböző riboszomális 
R N S - t egy nagy gén (egyes szerzők szerint operon) kódolja, az átírás elsőd-
leges terméke egy 30 S ülepedési állandójú, több mint 5 kilobázis hosszúságú 
R N S , amely számos közbenső lépésen keresztül, többszörös lánchasítással 
alakul át érett, 16S (kb. 1500 nukleotid), 23S (kb. 3000 nukleotid) és 5S (120 
nukleot id)rRNS molekulákká (15). Mivel az érési reakciók már az átírás közben 
megkezdődnek, normális körülmények között a teljes hosszúságú prekurzor 
nem fordul elő a sejtben. Egy r R N S gén (operon) sematikus szerkezetét mutatja 
az 1. ábra, a kép figyelembe vesz i azt a nemrég megismert tényt , hogy a 
három riboszomális RNS-en kívül a prekurzor tartalmaz 2—4 transzfer RNS 
molekulát is (14). Már említettük, hogy az ismertetett szerkezetű rRNS gén 
redundáns, több, egymáshoz hasonló vagy azonos kópiában fordul elő a ge-
nomban. E gének egymástól izoláltan helyezkednek el, számukat 5 — 10 
közöt t i értékre becsülték (22). Az átírás intenzitását elsősorban a növekedési 
ráta szabályozza. Exponenciálisan növekvő sejtben a genom nem egészen 
1 % - á t kitevő r R N S géneken fo ly ik az összes transzkripció 50 — 70 %-a (18). 
Kiszámítható, hogy maximális növekedési sebességnél a riboszómaszintézis 
igényeinek fedezésére az rRNS géneknek a fizikailag egyáltalán lehetséges 
maximális kapacitással kell működniük. Ez annyit jelent, hogy — mint a 2. 
ábrán látható elektronmikroszkópos felvétel mutatja — a polimeráz molekulák 
sűrűn egymás után követik egymást a transzkripció közben, jóval sűrűbben 
mint más, fehérjéket kódoló géneken. 
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Kiinduló pontunk tehát az az alapkérdés volt: a szabályozó régió (pro-
moter) milyen sajátságai magyarázzák az rRNS gének extrém magas átírási 
intenzitását. Munkánk e lső fázisában, lényegében hagyományos módszerekkel 
vizsgáltuk teljes bakteriális DNS-en az rRNS gének transzkripcióját, illetve 
az RNS-polimeráz enzim kötődését e génekhez (23, 24, 25). Eredményeink 
magyarázatára azt a munkahipotézist állítottuk fel , hogy az r R N S gének 
promoter régiói összetett struktúrák, amelyek génenként 4 — 5 RNS-polimeráz 
molekulát tudnak megkötni rajtkész állapotban. Ez a raktározó kapacitás 

4 и 
. . . i.» » A 

2. ábra. A működő r R N S gén elektronmikroszkópos képe (HAMAKALO és MILLER nyomán) 

biztosítja, hogy az átírás folyamatos legyen; amint e g y polimeráz molekula 
továbbhaladt, helyét a startponton azonnal elfoglalhatja az ugrásra készen 
álló következő. Azt is feltételeztük, h o g y a raktározott polimeráz molekulák 
közül egynek — valószínűleg az elsőnek — különösen erős a kötése és ez az 
erősen kötöt t polimeráz mintegy védi az egész régiót. Bár ez a modell jól 
egyezett összes megfigyeléseinkkel és az irodalmi adatok döntő többségével, 
közvetlen igazolását ( v a g y cáfolatát) csak az üj technikák felhasználásával 
remélhettük. Célul tűz tük ki tehát e g y vagy több i lyen DNS-szakasz klóno-
zását, teljes nukleotidsorrendjének meghatározását és a kötési helyek pontos 
megállapítását elektronmikroszkópos vizsgálatokkal. Ennek előfeltétele az 
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vol t , hogy megállapítsuk az r R N S gének pontos számát, elhelyezkedését és 
közvetlen környezetük fizikai térképét. A restrikciós endonukleázok egy új-
szerű felhasználásával megállapítottuk, hogy az Escherichia coli genomjábau 
hét rRNS gén van, majd e technika továbbfejlesztésével s ikerült feltérképez-

ггп A 

-15 -10 -5 0 5 10 15 К? 

3. ábra. A hét r R N S gén és közvetlen környezetük fizikai térképe. A v a s t a g fekete vonal az 
érett 16S és 23S rRNS-t kódoló szakasz. A nyilak az egyes restrikciós enz imek hasítóhelyeit 
jelzik, a föléjük írt szimbólumok az enzimek konvencionális rövidítései. A középső függőleges 
vonal egy oiyan — mind a hét génben előforduló — rövid szakaszt je lez , ahol a jelzett ö t 

enzimnek van hasítóhelye 

nünk mind a hét rRNS gént és közvetlen környezetét (1, 10). A térkép, amely 
a 3. ábrán látható, biztos tájékozódási pontot kínált a részletesebb szerkezeti 
és funkcionális vizsgálat számára. 

Mint ismeretes, a DNS-klónozási technika (génsebészet) segítségével e g y 
adott DNS-szakasz áthelyezhető egy másik replikálódó DNS-molekulába 
(vektorba), amely megfelelő gazdasejtben n a g y mennyiségben szaporítható. 
I lymódon a vizsgálandó DNS-szakasz tisztán előállítható milligrammos nagy-
ságrendű mennyiségben. E módszer felhasználásával sikerült az egyik r R N S 
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gént ( r r n B ) először egy t r anszduká ló fágból k i indu lva (9), m a j d ugyanez t 
a gént a bakter iál is genomból k i i n d u l v a kiónoznunk (1). A k iónozot t gént és 
kö rnyeze t é t tovább t é rképez tük m á s restrickiós enz imek fe lhaszná lásáva l , 
egészen add ig a fe lbontás ig , amely a te l jes nukleot idsorrend megá l l ap í t á sá t 
lehetővé teszi . 

A k iónozot t D N S szakaszon e lek t ronmikroszkópos módszerrel pon tosan 
loka l izá l tuk az érett r R N S m o l e k u l á k n a k megfelelő szakaszok h e l y é t , fel-
t é r k é p e z t ü k a t ranszkr ipc ió s t a r t p o n t j a i t és megá l lap í to t tuk az RNS-pol ime-
ráz kötés i helyeit (4. és 5. ábra). E z e k e t a v izsgá la tokat k iegész í te t tük bio-
kémiai v izsgála tokkal , kisebb D N S - f r a g m e n t u m o k R N S - p o l i m e r á z k ö t ő képes-
ségének megha t á rozásáva l ( 1 1 ) . Végül А М А Х А М — GILBERT - fé le módszerrel 

MTA Biol. Oszt. Kőzi. 23 (1980) 
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meghatároztuk a promoter régió nukleotidsorrendjét (3). Az érett 16S mole-
kulát kódoló génszakaszt megelőző promoter régió 700 bázispárnyi részének 
szekvenciáját a 6. ábra mutatja. Az ezt megelőző kb. 600 bázispárnyi szakasz 
szekvenciameghatározása jelenleg még nem fejeződött be. 

5. ábra. RNS-polimeráz kötése az r R N S géneket tartalmazó D N S fragmentumokhoz. A PM2 
fág a DNS molsúlykalibrációhoz szükséges. Mindhárom képen látható a többszörös polimeráz-

kötés 

Mindezen vizsgálatok alapján a következő kép bontakozik ki a kióno-
zott rrnB gén szabályozó régiójáról (7. ábra). H a az érett 16S r R N S molekulát 
kódoló szakasz kezdetét tekintjük vonatkoztatási alapnak, akkor e pontnál 
kb. 200, illetve 300 bázispárral előbb találjuk azt a két helyet, ahol az átírás 
megkezdődik. A génnek két iniciációs pontja van, egymástól kb. 100 bázis-
párnyi távolságra, az átírás primér terméke tehát két különböző hosszúságú 
molekula. Az elsődleges átírási termék további feldolgozása során ez a különb-
ség természetesen eltűnik. Mindkét iniciációs pont előtt o lyan szekvenciák 
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CGCCAG-T TATTG CTTG-C --G-A C-TATTATGC 

Fe l i smerő P r i b n o w - b o x 

7. ábra. Az rrnB gén promoterrégiójának sematikus rajza. Legfelül látható a nagyszámú 
elektronmikroszkópos fe lvétel kiértékelésével nyert hisztograin a polimeráz-kötésről, alatta 

a szekvencia releváns elemei 

találhatók, amelyek általában jellemzőek az ismert szerkezetű promoterekre 
(19), tehát kb. 10 bp-vel az iniciációs pont előtt az úgynevezett Pribnow-box 
(TATAATG, illetve TATTATG) kb. 35 bp-ral előbb pedig az űn. felismerő 
szekvencia (TTGTCA, illetve TTGACT). E két promotert más szerzők is fel-
ismerték, egyéb rrn géneknél is (5, 6, 28). A két promoter előtt egy 60 — 70 bp 
hosszúságú erősen AT-gazdag régió foglal helyet (kb. 70 % AT). Ez előtt kb. 
200 bp-nyi intervallumokban négy gyenge, de elektronmikroszkóposán jól 
kimutatható polimerázkötőhely található. Ezeken transzkripciót nein indul, 
közülük eddig kettőnek határoztuk meg a szekvenciáját. Ezek egymáshoz 
hasonlítanak, de különböznek a valódi promoterektől. Végül: kb. 1300 bázis-
párral megelőzve a 0 pontot , találunk egy rendkívül erős polimerázkötőhelyet. 
Itt szintén nem indul transzkripció, de a kötés erősebb mint az „igazi" pro-
motereken. 

Ezek az eredmények tehát lényegében megerősítik a kiinduló munka-
hipotézist, sőt még bonyolultabbá teszik a képet. A két valódi, iniciációra 
képes promoter előtt v a n 4 gyenge és egy erős kötőhely. Ezek képesek poli-
merázt raktározni, és az itt felsorakozó polimeráz molekulák biztosítják, hogy 
a valódi promoterek (amelyek a szokásos kritériumok szerint tulajdonképpen 
gyengék), állandóan te l í tve legyenek és maximális kapacitással dolgozzanak. 

Hadd ismételjem el összefoglalásképpen, hogyan született ez a modell. 
Az in v ivo észlelt jelenségek (extrém magas transzkripciós ráta) megértése 

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 



GÉNMŰKÖDÉS ÉS NUKLEINSAVSZERKEZET 3 3 5 

céljából in vitro rendszerben végeztünk transzkripciós és kötési kísérleteket, 
majd az itt nyert eredmények magyarázatára konstruáltunk egy hipotetikus 
modellt . A korszerű szerkezetvizsgálat módszereivel megállapítottuk a régió 
szerkezetét, és az egyes in vitro vizsgálható részfunkciókat hozzárendeltük 
a struktúrához. A megismerési fo lyamat befejező láncszeme azonban hiányzik: 
annak igazolása, hogy valóban ezek a struktúrák felelősek az in v ivo funkció-
kért. Ez a bizonyítás rendkívül nehéz, de nem lehetetlen. A következőkben 
azt tervezzük, hogy a vizsgált régió irányított módosításával, kémiai, illetve 
biokémiai eszközökkel előállított pontosan definiált mutációkkal olyan új 
rekombináns klónokat állítunk elő, amelyek működését összehasonlítva a vad-
típussal, funkcionális bizonyítékokat nyerhetünk az egyes szerkezeti elemek 
szerepére vonatkozóan. 

Befejezésül szeretném felsorolni azoknak a munkatársaimnak a nevét, 
akiknek sokéves kemény munkája áll az itt vázlatosan összefoglalt eredmények 
mögött: Boros Imre, Csordás-Tóth Éva, Kiss Antal , Kiss Ibolya, Sain Béla, 
Sümegi János és Udvardy Andor. 
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PONTSZERŰ SÉRÜLÉSEK FÁGOKBAN 

R O N T Ó G Y Ö R G Y I 

Semmelweis OTE, Biofizikai Intézet , Budapest 

A jelen beszámoló azoknak az eredményeknek egy részét tartalmazza, 
amelyeket a Semmelweis Orvostudományi E g y e t e m Biofizikai Intézetében 
nyertünk — részben együttműködésben — bakteriofágok 254 nm-es ultra-
ibolya-fény (UY) és alkilező szerek által okozott sérülések vizsgálatában. A két-
féle károsító hatás szempontjából bizonyos közös vonásokat szeretnék ki-
emelni : 

a ) Mindkét károsodás az emberiség technikai fejlődésével felerősödött 
kemizáció következményének tekinthető. Az alkilező szerek ui. az élő rend-
szerek közvetlen kémiai károsodását okozzák. A napfény rövidebb hullám-
hosszúságú komponensei pedig azért jelentenek veszélyt a földi élet számára, 
mert a légkör kémiai szennyeződése következtében ózontartalom-csökkenés 
lép fel, tehát az UV-sérülés közvetett kémiai ártalomként is jelentkezik (7). 

b) Mindkét károsodás kialakulásában fontos szerepet játszik a sejtek 
genetikus anyaga. 

c) Mindkét esetben a strukturális sérülés kis kiterjedésű, legfeljebb 
néhány nukleotid bázist érint. Ezért nevezzük e sérüléseket a fizikából adap-
tált névvel „pontszerű"-eknek. 

Az említett pontszerű sérülések tanulmányozására egyszerű rendszere-
ket, bakteriofágokat alkalmaztunk, amelyek az adott esetben a sejtek, ill. 
a sejtkromoszómák modelljeiként foghatók föl. Vizsgálataink során főként arra 
kívánunk választ kapni, hogy a nukleinsavak primer- és magasabbrendű 
szerkezete milyen hatással van azok sérülékenységére. 

A struktúra ismerete tehát problémáink szempontjából döntő. Az 1. 
táblázat az általunk vizsgált bakteriofágok struktúráját jel lemző adatokat 
mutatja be. A táblázatból kitűnik, hogy választásunk mind a struktúra, 
mind a funkció szempontjából célzott volt. Egyrészt kis fágokat vizsgáltunk, 
amelyek esetében mindegyik gén funkciója szükséges a fág aktiválásához, 
másrészt olyan fágokat, amelyeknek a nukleinsavai a különböző struktúrájuk 
folytán bizonyos összevetésekre adnak lehetőséget. 

A ) Részletesebben a T7 fág szupramolekuláris szerkezetével foglalkozom, 
amelynek felderítésében elért saját legújabb eredményeinket mutatom be 
(1, 8, 9, 16). A struktúrára vonatkozó információkat sok oldalról igyekeztünk 

6 MTA Biol. Oszl. Közi. 23 (1980) 
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1. táblázat 

Az általunk v izsgá l t fágok n é h á n y strukturális jel lemzője 

MS2 ФХ174 T7 
Átmérő ~ 26 nm ~ 30 n m ~ 61 n m 
Alak gömb ikozaéder ikozaéder 
Nukleinsav egyszálú-RNS egyszálú-DNS ké t szá lú -DNS 
Nukl .sav-tartalom - 30% ~ 25% ~ 50% 
Nukl. sav-mólsú ly ~ 1 • 10« ~ 1,6 • 10« ~ 26 • 106 

Nukl.sav-bázisszám ~ 3600 ~ 5400 ~ 40 000 pár 
Nukl. sav-szekvencia ismert ismert részben 

(1976) (1977) ismert 
Nukl.sav H-híddal 

stabilizált: 70 - 8 0 % < 1% 100% 
Gének s z á m a 3 9 2 5 - 3 0 
Sérthető h e l y : 

sd 240 1530 24 000 
s h 140 — — 

shd 820 — 

megszerezni. A szerkezeti analízisnél általunk használt módszereket foglalja 
össze a 2. táblázat. Az 1. ábrán a T7 fág morfológiájára vonatkozó, kisszögű 
röntgenszórással nyert adataink láthatók. 

A 2. ábrán egy lehetséges modellt mutatunk be a T7 fág szupramoleku-
láris szerveződésére vonatkozólag, a m e l y az összes, a T7 struktúrájára vonat-
kozó eredményünket és a rendelkezésre álló irodalmi adatokat is felhasználja. 
A fág belsejében vastag vonal reprezentálja a fág-nukleinsav szuperhelikális 
elrendeződését. Tapasztalataink szerint a nukleinsavnak a fágfejen belüli 
állapota kis mértékben eltér az o ldatban szokásos В konformációtól, és a B, 
valamint а С forma közöt t helyezkedik el. A fágfej belsejében lévő sötétebb, 
gömbalakú tartomány létezését kisszögű neutron-szórás segítségével mutattuk 
ki, éspedig kontrasztvariációs módszer alkalmazásával, amikor a fehérjék 
szórása kioltódik. (Az oldatban lévő v íz 41 %-át nehézvíz képezte.) Az ábrán 
jelzett tartományt tehát vagy víz, v a g y fehérje tölti ki. 

2. táb láza t 

А T 7 fág szupramolekuláris szerkezetének vizsgálatára általunk a lka lmazot t 
m ó d s z e r e k 

O P T I K A I S P E K T R O S Z K Ó P I A : 
ultraibolya-abszorpciós , 
UV-differencia-, 
c irk. dikroizmus* 

M E L T I N G P R O F I L M E G H A T Á R O Z Á S : 
ultraibolya-abszorpció, 
mikrokalorimetria* 
cirk. dikroizmus* 

D I F F R A K C I Ó S M Ó D S Z E R E K : 
kisszögű röntgen-

szórás* 

kisszögű neutron-
* E g y ü t t m ű k ö d é s b e n alkalmazott módszerek 
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1. ábra. A T7 fág geometriája. Kisszögű rönt- 2. ábra. A T7 fág szupramolekuláris szer-
genszórással nyert adatok, a mérési h iba kezetének egy lehetséges model l je . A fo ly -

kb. 1% tonosan aláhúzott adatok h ibája ~ 1 % , a 
szaggatot tan aláhúzottaké ~ 1 0 % . (Ez utób-
biak k i sszögű neutronszórással nyert adatok) 

В ) Az UV-inaktivációval kapcsolatos eredményeink esetében mindig 
a biológiai aktivitás csökkenését követtük, és dózishatásgörbéket határoztunk 
meg (13, 14, 18). Példaként az MS2 fág UV-inaktivációs dózishatásgörbéjét 
mutatja be a 3. ábra. A vízszintes tengelyen az 1 cm2 felületre beeső foton-
számot, a függőlegesre pedig az ún. túlélési hányados természetes logarit-

foton 
200 400 600x10* cm2 

6* MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 

3. ábra. Az MS2 fág U V (A = 254 nm) inakt ivációs dózishatásgörbéje, a tarfo l tképzés inakt ivá-
cióját E. coli С 3000 gazdasejteken határoztuk meg; e g y - e g y mérési pont á t lagosan 10—10 ezer 

leszámlált tarfolt átlagából adódik 
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musát mértük fel. A bemutatott görbe a fotonok által hátrahagyott sérülési 
állapotokat tükrözi, ui. a rendszerben semmiféle enzimatikus reaktiváció 
nincs. — Hasonló dózishatásgörbét a többi vizsgált fág esetében is meghatá-
roztunk, ezek minden esetben a biológiai inaktiváció kinetikáját jellemzik. 

C) A dózishatásgörbék értelmezésére az irodalomban rendelkezésre álló 
fotokémiai (fotofizikai) adatok (23) és bizonyos racionális feltevések segít-
ségével sugárkinetikai modellt szerkesztettünk. A modellalkotással kapcsolat-
ban megemlítem, h o g y a radiokémiai (fotokémiai) eredményeket néhány 
kj /m 2 - tő l néhányszor 10 kJ/m 2 beeső dózis esetén szokás nyerni, ezzel szemben 
az ún. biológiailag érdekes tartomány, amelyben inaktivációs görbéinket meg-
határoztuk, ennél kb. két nagyságrenddel kisebb dózisokat jelent. A sugár-
kinetikai modell megkonstruálásánál ezért különösen szem előtt kellett tar-
tanunk a lényeges folyamatokat, azaz ki kellett választanunk a legvalószínűbb 
fotoproduktumokat. Az adott esetben elegendő vo l t csupán a nukleinsavak-
sérülését tekintetbe venni , és azokban az egyik fajta nukleotid bázisból, 
a pirimidinekbői keletkezett produktumok, a hidrátok és dimérek keletkezését 
követtük. A nukleinsavakban ún. sérthető helyeket különböztettünk meg, 
amelyeket — tekintettel a kis beeső dózisra — egymástól függetleneknek 
tekintettünk. A lehetséges sérthető helyek típusait és azok sérüléseit a 4. 
ábra mutat ja (21). Az a típusú sérthető hely csak irreverzibilis, a b típusú 
csak reverzibilis, а с t ípusú pedig mindkét fajta sérülést szenvedhet. Az 
irreverzibilis sérülésnek a hidrát-, a reverzibilis sérülésnek pedig a diinér-
képződés felel meg, tehát az utóbbi t ípus tükrözi azt a tapasztalatot, hogy 
a dimér UV-foton hatására vissza is alakulhat. Az a típusú sérthető hely 
sérülési kinetikáját az alábbi egyszerű differenciálegyenlet jellemzi: 

ahol az időtől (t) függő Ль annak a valószínűsége, hogy egy hidratálható hely 
a t időpontban ép. E valószínűség а Ф beeső fotonf luxus hatására dyrh-val 
változik meg a dt idő alatt . Az arányossági tényező cr^. 

A b típusú, azaz reverzibilis sérthető hely esetén a sérülési kinetika az 
alábbiakban adható meg: 

ahol 7Td annak a valószínűsége, hogy egy dimerizálható hely a t időpontban ép. 
Az összefüggés jobb oldalán lévő negatív tag azt fejezi ki, hogy e valószínűség 
a dt idő alatt а Ф fo tonf luxus hatására csökken, míg a pozitív tag a reverzió 
hatását veszi tekintetbe. A crd, ill. or a dimerizációs, ill. reverziós hatáskereszt-
metszetek. 

A 4. ábrán с t ípúsűnak jelölt sérthető hely sérülési kinetikája az alábbiak-
ban jellemezhető. 

d j i h = — О ь Л ъ Ф А х . , ( 1 ) 

djrd = — о^Ф dt + orr(l — ла)Ф d t , ( 2 ) 

MTA Biol. Oszl. Közi. 23 (1980) 
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d f f l u i = [ — a h n h á — о й л м + <7r( l — Яь<1—<*h ) Я ь ц ф d t ) ] Ф d t . (3) 

Itt a Tthd annak a valószínűségét jelöli, hogy egy ilyen, mindkét módon sérül-
hető hely a t időpontban ép. E helyek sérülése dimerizáció és hidratáció révén 
lehetséges: ezt veszi tekintetbe a jobb oldal két negatív előjelű tagja. A pozitív 
tag pedig a reverzibilis sérülés reverziójára vonatkozik. 

hv ep hely hidratált hely 

pl U,(C) 

ép hely hv 
hv 

dimenzált hely 

pl TT, CC, TC 

c. 

pl. ÜC, (CT) 

4. ábra. A nukleinsavak UV- fénnye l sérthető helyeinek lehetséges t ípusai , a) irreverzibilisen 
b) reverzibil isen, c) mindkét módon sérthető hely 

A Od, oy és Oh mennyiségekkel kapcsolatban megjegyzem a következőket: 
ezek egyetlen sérthető hely dimerizációs, reverziós, ill. hidratációs hatáskereszt-
metszeteit jelölik, és azt mutatják, hogy egy sérthető hely mekkora felületet 
mutat egyetlen beeső fo ton felé a kérdéses fotokémiai átalakulás szempont-
jából. A hatáskeresztmetszet a fizikában használatos fogalom, de úgy véljük, 
eredményesen alkalmazható a nukleinsavak sérülésének, pontosabban ezeken 
belül egyetlen sérthető hely sérülésének jellemzésében is. 

Kérdés, hogy a fenti sérülési lehetőségeket f igyelembe véve hogyan 
változik a beeső dózis függvényében a fotokémiailag ép nukleinsav-molekulák 
száma. 

Az általános eset az, hogy egy fágban mindhárom fajta sérthető hely 
előfordul. Ha a hidratáció által sérthető helyek száma Sh, a dimerizáció által 
sérthetőké Sd> a mindkét módon sérthető helyeké pedig Shdi akkor a kérdésre 
a választ, azaz annak a valószínűségét, hogy egy fágban Ф fotonfluxus í ideig 
tartó hatása után minden sérthető hely ép, a következő összefüggés adja: 

N 

Ж 
_sh "h 7TSd 

71A 
_ S b d ( 4 ) 
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Dózishatásgörbéink viszont arra nézve adnak tapasztalati összefüggést, hogy 
a beeső dózis függvényében hogyan változik a biológiailag akt ív fágok száma. 
H a feltételezzük, hogy egyetlen fotokémiai sérülés inaktivációt okoz, akkor 
a (4) elméleti összefüggésnek egyúttal a dózishatásgörbéket is le kell írnia. 
A kifejezés bal oldala annak a valószínűsége, hogy egy fág aktív állapotban 
van. 

A (4) összefüggésben ismeretlenként az s és a cr parameterek szerepelnek. 
Az s értékekkel kapcsolatban azonban jó helyzetben vagyunk, mivel azokat 
az MS2 és ФХ174 fágok esetében közvetlenül le tudjuk számolni, míg a T7 
esetében számukat ésszerű fe l tevés segítségével becsülhetjük meg. Ezeket a 
primér struktúrával összefüggő adatokat az 1. táblázat utolsó részében tün-
tet tük fel. А в hatáskeresztmetszetek értékét a tapasztalati görbéhez való 
illesztés révén határoztuk meg. A nyert eredményeket a 3. táblázat tartal-
mazza. 

D ) A táblázattal kapcsolatban néhány eredményre hívom fel a f igyelmet: 
1. Az egy sérthető helyre vonatkozó hatáskeresztmetszetek olyan átlag-

értékek, amelyek sem a nukleinsav primér szerkezetétől, sem méretétől nem 
függnek, hanem a magasabbrendű struktúrával kapcsolatosak. Így lehetővé 
teszik az objektumok sugárérzékenységének összehasonlítását, tehát segítséget 
nyújtanak a nukleinsav szerkezete és a szerkezet sérülékenysége közti kap-
csolat vizsgálatában. Sőt, az összehasonlítás nukleotid báziskristályra is ki-
terjeszthető. I lyen adatokat is meghatároztunk (6, 11, 12), ezeket ugyancsak 
tartalmazza a 3. táblázat. 

2. Vessük össze a dimerizációs hatáskeresztmetszeteket. A táblázatból 
kitűnik, hogy a kettős helikális struktúrába rendezett T7 és MS2 fág közel 
azonos, а ФХ174 ennél 10-szer érzékenyebb, és az uracil, valamint 5-amino-
-uracil kristály még ennél is érzékenyebb az UV-fényre. (E helyen említem 
meg, hogy egy pirimidgyűrű geometriai keresztmetszete 10 ~ 1 5 cm2.) A magya-

3. táblázat 

Vizsgálati objektumainkban lezajló radiokémiai folyamatokat jellemző 
hatáskeresztmetszetek 

Vizsgált objektum arh (cm1) o"d (cm2) o> (cm2) 

f á g o k : 
T 7 — —ю-19 —ю-1 6 

M S 2 — 1 0 " 1 9 —ю-19 
— 1 0 - " 

Ф Х 1 7 4 — — Ю " 1 8 — 1 0 - 1 6 

k r i s t á y o k : 
uracil — — 1 0 " " — ю - " 
tiinin-anhidrát — —io-19 

6-metil-uracil — —ю-18 

5-amino-uracil — — 1 0 - " — 

citozin-anhidrát — —ю-2 0 
— 
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rázat érdekében tekintsük meg az 5. ábrát. Az a) részlet az uracil-kristályt, 
a d) az RNS-nek két egymás fölött elhelyezkedő uracilt tartalmazó részletét 
szemlélteti. Rár a bázisok közti távolság kb. azonos, (ezt adják a d-értékek), 
a kettős vonallal jelölt sérülékeny kötések pozíciója más. N y i l v á n ezzel függ 
össze az eltérő hatáskeresztmetszet. Az ábra ej és f ) részei a D N S R és С kon-

a . d=3,32Á 

N 

d, d=3,17-3,36A 

b, d=3,39Á е., d=3,48 A 

c„ d=3,36A f., d= 3,5 A 
5. ábra. Pirimidin-báziskristályok és különféle nukleinsavak sérülékeny struktúrái: a) uracil-
kristály, b) timin-monohidrát, c) t imin-anhidrát kristály geometriai elrendeződése, d) R N S -
molekulában levő két uracil, e) B-koiiformációjú és f ) C-konformációjú D N S - b e n levő timin-

bázisok geometriai elrendeződése. (A sérülékeny 5—6-os kötéseket ket tős vonal jelzi) 

formációjában mutatják a pirimidinek (timinek) helyzetét; e két forma között 
áll a T7 fágban a D N S konformációja, és ehhez a helyzethez hasonlítható a 
timinanhidrát ( c ) kristályszerkezete. Ezt tükrözik a hatáskeresztmetszetek is. 

3. Az MS2 esetében a hidratációs és dimerizációs hatáskeresztmetszetek 
kb. azonosak, ami azt mutatja, hogy a kétféle sérthető hely egyformán sérü-
lékeny (15). 

4. A hatáskeresztmetszetek segítségével ugyancsak összehasonlíthatók 
az irodalomban található radiokémiai adatok (2, 4, 5, 17, 22) és a saját funkcio-
nális ütőn nyert adataink. E hatáskeresztmetszetek azonos nagyságrendűek, 
ami azt mutatja, hogy modellalkotásunk során helyesen jártunk el, amikor 
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feltételeztük, hogy az UV-fény hatására létrejövő minden egyes strukturális 
sérülés funkcionális sérülést okoz. E megállapításból következik, hogy T7 fág 
esetében a fentiek szerint 40 ezer bázispárban egyet len pontszerű sérülés 
(amely két bázist érint) módszerünk segítségével már detektálható. A T7 fág 
inaktivációs kinetikájának meghatározása ezáltal olyan eljárást jelent kezünk-
ben, amely a fágban keletkezett sérülések érzékeny indikátora. 

Ultraibolya fénnyel nyert tapasztalatainkat felhasználtuk más foton-
energiák által kiváltott sérülések vizsgálatában is (10). A 6. ábrán a T7 fág 

6. ábra. A T7 fág látható (A = 514 nm) fény által okozott inaktivációs dózishatásgörbéje. Az 
egységnyi felületre beeső fotonszám függvényében ábrázoltuk a túlé lők hányadának logaritmu-
sát. Az akt ívan maradt fágok számát E. coli B/r (vagy a bemutato t t inaktiváeióval egyező 
eredményt adó E. coli В uvrA) gazdasejteken határoztuk meg. Egy-egy mérési pont 5000 

leszámlált tarfolt átlagából adódik 

zöld (1 = 514 nm) fény hatására létrejövő inaktivációját mutatjuk be. Minden-
napi körülmények között a zöld fényt а T7 fág mérhető mértékben n e m nyeli 
el. A jelen esetben azonban nagy teljesítménysűrűséget emittáló fényforrást, 
argonionlézert használtunk. Ennek megfelelően a vízszintes tengelyen fel-
tüntetett beeső fotonszám 5 — 7 nagyságrenddel nagyobb, mint az U V dózis-
hatásgörbék esetén. Ekkora fotonsűrűség а T7 fág esetében már megfigyelhető 
inaktivációt okoz. Megjegyzem, hogy a teljes fágra vonatkozó sérülési hatás-
keresztmetszet ebben az esetben 5 nagyságrenddel kisebb, mint az ultraibolya-
sérülés esetében. (A 6. ábrán ezeket az értékeket is feltüntettük.) E tapasz-
talatunk egyébként felhívja a f igyelmet a lézerfelhasználás munka-egészség-
ügyi vonatkozásaira is. 

E ) A közvetlen kémiai ártalmak közül részletesebben a nitrozometil-
ureával (NMU) foglalkoztunk (19). Az NMU esetében is arra törekedtünk, 
hogy a tapasztalati eredményt értelmezzük, éspedig úgy , hogy az értelmezés 
lehetővé tegye az inaktivációs dózishatásgörbe kvantitat ív leírását. 
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Az NMU sérüléssel kapcsolatban néhány gondolatot emelek ki, amiket 
részben a modellalkotásnál vet tünk figyelembe, részben pedig a modell alapján 
mint következményeket nyertünk. 

1. Az NMU-sérülésben a guanin 7 N-jének reakcióját vettük f igyelembe 
mint major produktumot. 

2. A sérülés — mechanizmusát tekintve — bonyolultabb mint az UV-
sérülés, mivel a sérthető hely és a kémiai anyag közti kölcsönhatás első lépése 
után a sérülés spontán tovább mélyül. 

3. Modellünk alapján arra a konzekvenciára jutottunk (20, 21), hogy a 
sérthető helyek a kémiai reakció szempontjából azonosak, de a biológiai követ-
kezmény tekintetében egymástól eltérnek: a sérthető helyeknek ui. csupán 
10 — 30%-a olyan, amelyiknél már a kémiai reakció első lépése, az alkilezés 
okozza a fág inaktivációját, míg a további helyek esetében a mélyebb károsodás 
vezet fáginaktivációhoz. 

4. Az ultraibolya és az NMU-sérüléssel kapcsolatban vázolt tapasztala-
taink összekapcsolása révén kidolgoztunk egy in vitro szűrőtesztet kémiai 
anyagok károsító hatásának kvantitatív jellemzésére, ami gyakorlati szem-
pontból is érdekes lehet (21). A teszt segítségével lehetőség nyílik arra, hogy 
a kemikáliákat mutációt okozó hatásuk erőssége alapján sorba állítsuk, és 
ennek segítségével bármely újabb kemikáliának a sorban elfoglalt helye alap-
ján következtethessünk az alkalmazásából származó kockázat mértékére is. 
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K E S Z T H E L Y I L A J O S 

Szegedi Biológiai Központ, Biofizikai Intézet és Központi Fizikai Kutató Intézet , 
Budapest 

1. Bevezetés 

A sejtek életjelenségeiben különlegesen fontos szerepet töltenek be a 
sejteket bezáró és a sejtek belső alkotórészeit határoló membránok. Egyes 
vélemények szerint (pl. L U B I A [ 1 1 ] ) , a gének és a génműködés tanulmányo-
zásán túlmenően nincsen olyan biológiai probléma, amely nagyobb kihívást 
jelentene a kutatók számára, mint a membránok különböző és t itokzatosnak 
látszó tulajdonságainak a megfejtése. Elég i tt utalnunk arra, hogy a sejteket 
határoló membránok teszik lehetővé, hogy a sejtben a gének megfelelő, többé-
kevésbé zárt környezetben működhessenek. A sejt a membránon keresztül 
érintkezik környezetével, az anyagcserében résztvevő anyagok a membránon 
áramolnak be és ki. A membránok lényeges szerepet játszanak a sejtek közötti 
információ cserében. Membránokon történik a fényenergia átalakítása az élő-
szervezetek számára nélkülözhetetlen kémiai energiává, és a fotoszintézisből 
nyert táplálék molekulákban felhalmozott energiát is membránhoz kapcsoló-
dóan működő rendszerek dolgozzák fel ATP molekulákká. Membránok fogják 
fel az izmok mozgatásához érkező jelzéseket és alakítják át olyan paranccsá, 
amelyre az izmok munkát végeznek. 

A membránok a sokféle feladatot megfelelő specializálódás révén képesek 
ellátni. Szerkezetükről mai képünk a következő ún. fluid mozaik modell [34], 
(1. ábra): lipid kettős rétegbe különböző fehérjék (enzimek) vannak beágyaz-
va, amelyek átérhetnek mindkét oldalra, v a g y csak a belső, vagy csak külső 
oldalon közelíthetők meg, további fehérjék tapadhatnak a külső, vagy belső 
oldalhoz. A fehérjék a lipidvázban, amelyet 10 — 50 cpoise viszkozitású folyé-
kony közegnek tekinthetünk, rotációs és laterális diffúziós mozgást végez-
hetnek [4]. A sokféle feladat ellátása ezért lehetséges, mert a lipid váz össze-
tétele, mind a beépült, i l letve társult fehérjék (enzimek) fajtája membránról 
membránra különböző. Egy-egy meghatározott funkció ellátásában pontosan 
meghatározott enzimrendszerek vesznek részt. A meghatározottság az enzimek 
típusára és többé-kevésbé a lipidvázhoz vonatkoztatott térbeli elhelyezkedé-
sükre vonatkozik. A továbbiakban egyetlen típusú membránrendszerrel, az 
energia átalakító membránrendszerekkel foglalkozunk csupán. 
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1. ábra. A Singer—Nicolson-féle fluid mozaik membrán modell. A membrán vázát lipid-
molekulákból álló kettős réteg alkotja. Ebbe ágyazódnak a fehérjék 

2. Energia átalakító membránrendszerek 

Két fő típust különböztetünk meg: 
a ) a fényenergiát átalakító rendszerek (fotoszintetikus membránrend-

szerek), 
b) táplálékban lévő energiát átalakító membránrendszerek (oxidatív 

foszforiláció). 
A fotoszintézis — mint ismeretes — algákban, baktériumokban és 

magasabb rendű növényekben a napfény fotonjaiban lévő energiát felhasz-
nálva termel szerves anyagokat. Közbenső lépésként — a sejtek fenntartásá-
hoz és a szerves anyagok termeléséhez szükséges — nagy energiatartalmú — 
ATP molekulák szintetizálódnak. 

Az oxidatív foszforiláció az aerob élőlényekben valósul meg. Különböző 
táplálék molekulák energiáját alakítják át a résztvevő membránrendszerek 
ATP molekulák energiájává. Magasabbrendű élőlényekben ez a szerkezet a 
mitokondriumban helyezkedik el. 

Nagyon fontos eredménynek kell tartanunk azt a tényt , hogy az utóbbi 
két évtizedben megismertük, hogy a két különböző rendszer elvben azonos 
módon alakítja át a rendelkezésre álló energiát ATP molekulák energiájává. 
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2a) Fotoszintetikus membránrendszerek 

A 2. ábrán látható a fotoszintetizáló membrán (tilakoid) vázlata. Hosszú 
és fáradságos munka alapján alakult ki ez a modell a membrán szerkezetére. 
Sikerült a működés egyes elemeit a szerkezetet alkotó molekulákhoz hozzá-
rendelni. A fényt a membránba rendezett módon beépülő klorofill molekulák 
abszorbeálják, és az elnyelt energiát nagyon gyorsan (10" 1 0 s) továbbítják az 
űn. reakció centrumokhoz [38]. A magasabbrendű fotoszintetizáló rendszerek-
ben két reakció centrum van: PSI és PSII . A PSII rendszerhez eljutó foton 
energiája valószínűleg egy speciális kapcsolatban (pl. fehérjével) levő klorofill 

P-700 a jelzése, a PSII centrumnál P-680. Mindkét centrum mellett megtalálható a klorofill 
molekulákat magába foglaló antenna komplex. A P-680-as reakciócentrumba továbbí tot t 
foton energiája egyrészt bontja a vizet és egy elektront küld az elektron továbbító láncon 
(redox láncon, amelynek tagjai a PQ plasztokinon, f citokrom és PC plasztocianin molekulák) 
a P-700-as centrumban. E közben a felszabaduló energia kívülről protont pumpál a ti lakoid 
belsejébe. Az elektron redukálja a függetlenül abszorbeált második foton hatására oxidált 
P-700-as centrumot. Az elektron továbbhalad a F e S — F d — F A D fehérjéből álló redox láncon 
és a N A D P + molekulákat redukálja protonokkal együtt N A D P H + H+ energiadús mole-
kulákká. Az átpumpált protonok az ATP-áz molekulán (F0, F, részek) visszajutva ATP-I 

szintetizálnak 

molekula elektronját gerjesztett állapotba emeli. Az elektront további mole-
kulák (plasztokinon és citokrom típusú fehérjék) sorban egymás u tán át-
veszik [15]. Az egyes lépések energiacsökkenéssel járnak. A rendszer a fel-
szabaduló energia ellenében protonokat pumpál a tilakoid membrán belsejébe, 
amelynek hatására a membránon elektromos feszültség lép fel és a belső tarto-
mány pH-ja lecsökken. Az elektromos feszültség és a p H különbség energia-
tároló, amelyből a rendszer az ATP — szintetizálásához szükséges energiát 
meríti. A tilakoid membránban helyezkednek el az ATP-áz molekulák, amelyek 
az ATP molekulákat A D P -[- Pj-ből szintetizálják. Ehhez az endoterm reak-
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cióhoz az ATP-áz az energiát az átpumpált protonok visszaáramlása során 
gyűjti össze. A fotoszintetikus rendszerekben bekövetkező ATP-szintézis (foto-
szintetikus foszforiláció) általános képe: 

fotonok 
energiája 

proton-
pumpáló 
enzim-
rendszer 

Itt a fenti sémát 1961-ben megjósoló M i T C H E L L t [28] követve a 

Ap = AW - ApH (2) 

jelölést használtuk, ahol Zip jelöli a protonmotoros erőt (ez M I T C H E L L szóhasz-
nálata, a helyes elnevezés az átpumpált protonok elektrokémiai potenciálja), 
amely a membránon kialakuló AW potenciál-különbség és ZlpH H + ionkon-
centráció különbség összege. 

Továbbhaladásunk szempontjából az A T P képzés fenti modellje a lénye-
ges, ennek ellenére néhány szóval teljesebbé tesszük a fotoszintézis ismer-
tetését. A P S I I rendszer további funkciója a vízbontás. 4 foton abszorbeált 
energiájából egy eléggé ismeretlen enzimrendszer összegyűjt annyi energiát, 
amely 2 H 2 0 molekula elbontásához elegendő 

2 H 2 0 4 H - + 4 e - + 0., 
energia 

séma szerint. 
Az elektron visszajut a reakciócentrumba és azt redukálja (pótolja a 

redox láncon elcsorgott elektront). Az 0 2 kiszabadul, a 4 H + ion egyelőre 
sorsára vár. Közben a PSI rendszer is abszorbeál egy fotont , a gerjesztett 
állapotban az elektront további redox enzimek elvonják. A PSI rendszert a 
PSII-ből érkező elektron redukálja. A PSI-rendszerből származó elektron 
eljut a N A D P reduktáz enzimhez, amely egy N A D P + molekulához elektrono-
kat és protonokat köt a 

N A D P + + 2 e - + 2 H + N A D P H + H+ (3) 
energia 2 ' 

séma szerint. I t t használja fel a fotoszintetizáló rendszer a vízbontásból szár-
mazó H+ ionokat . Végső mérlegként 8 foton abszorpciójából (4 a PSII-ben és 
4 a PSI-ben) 2 db N A D P H -j- H + csoportot kapunk, amelyeket a korábban 
szintetizált A T P molekulával együtt ( ~ 1 molekula 1 foton a PSII rendszer-
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ben) a Calvin-ciklus használja fel a cukor molekulák szintetizálására C 0 2 és 
H20-ból. 

2b) Oxidativ foszforiláció 

A 3. ábrán feltüntettük az oxidativ foszforiláció színhelyének, a mito-
kondriális belső membrán szerkezetének sémáját. A táplálék molekulákat (pl. 
cukrot) a mitokondrium belsejében a Szentgyörgyi—Krebs-ciklus enzimjei 
dolgozzák fel. Eredményül a N A D + molekulákat redukálják és N A D H H + 

formában H 2 molekulát kötnek, amelyet a membránban lévő enzimrendszer 
dolgoz fel. A N A D H -(- H + csoport kölcsönhatásba lép a redox lánc első tag-
jával (3. ábra) olyan módon, hogy 2H+ ion felszabadul és két elektron a redox 
láncon — bizonyos szakaszokon egyenként — végighalad, a legvégső enzim-
komplexen (citokrom С oxidáz) 2e~, 2 H + és x/2 molekula 0 2 egy H 2 0 moleku-
lává egyesül. A redox lánc közvetítésével valójában egy H 2 molekula ég el, oxidá-
lódik vízzé. A körben — az enzimlánc közvetítésével — apró lépésekben fel-

3. ábra. A mitokondriális belső membrán egy részének vázlata. A táplálék energiája a Szent-
györgyi—Krebs ciklusból N A D H + H + energiadús molekulák formájában csatolódik ki. 
Itt tulajdonképpen egy H2 molekula kötődik N A D + molekulához. A H 2 molekula 2 H + + 2 e _ 

formába jut kölcsönhatásba a membránba beépült fehérjékkel, és végeredményképpen oxigén-
nel vízzé ég el. A fehérjék redox láncot képeznek, az elektronok áthaladása során protont 
pumpálnak a külső térbe a belső térből. FMN-flavoprotein, FeS vasszulfid fehérjék (ferre-
doxinok), b, Cj, c, a, a3, citokrom fehérjék (a citokrom aa3 komplex Cu-t is tartalmaz). Az át-
pumpált protonok az ATP-áz molekulán (F0, F,) visszajutva ATP-t szintetizálnak. A membrán-

ban további szerkezetek vannak , amelyek anyagok szállítására, cseréjére szolgálnak 
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szabaduló energia ismét protonokat pumpál -— jelen esetben a belső térből 
kifelé — amely a membránon létrehozza az (1) egyenletnek megfelelő protonmo-
toros erőt, amely membrán potenciál és p H grádiens formájában jelenik meg. 
Az oxidáció eredménye tehát a Zip protonmotoros erő. A foszforiláció, az A T P 
szintézis, a membránban lévő ATP-áz molekulákon valósul meg (ezek a belső 
oldalon helyezkednek el). Az oxidatív foszforiláció általános képe (3)-hoz 
hasonló: 

táp lá lék Zip A T P 
energiája proton- ATP-áz 
N A D H + H + pumpáló A D P + P; 

enzim- membrán (4) 
rendszer 
(redoxlánc) 

Az (1) és (4) séma csaknem teljes mértékben hasonló. Az ATP szintézisnél 
az energia akár fény, akár táplálék formájában kerül a rendszerbe, proton-
motoros erő keletkezik, amely protonokat pumpál a membránon keresztül. Az 
energia membrán potenciál és p H különbség formájában áll az ATP-áz mole-
kulák rendelkezésére. Az oxidat ív folyamatokat a membránrendszer csatolja 
a foszforilációs folyamatokhoz. 

Az energia átalakítás fent vázolt képe ma már általánosan elfogadott [3], 
elnevezése Mitchell-féle kemiozmotikus hipotézis. Kemiozmozis ebben az elne-
vezésben azt jelenti, hogy kémiai energiák hatására a membránon keresztül 
irányított, vektoriális mozgás jön létre, a vektoriálisan mozgó részecske a 
proton. A Mitchell-féle elmélet nagyon keveset mond a proton pumpa molekulá-
ris mechanizmusáról. 

(Itt jegyezzük meg, hogy az élőszervezetekben jónéhány más pumpa, 
pl. Na-pumpa, Ca-pumpa stb. is működik, amelyek rendkívül fontos életjelen-
ségekhez kapcsolódnak. Ezek molekuláris mechanizmusa sem ismeretes). 

2c) Halobacterium halobium 

A 70-es évek elején egy a fentiektől különböző energiaátalakító rendszert 
fedeztek fel [29]. A Halobacterium halobium erősen sós v izekben szaporodik. 
Sejtfalában fényérzékeny anyagok, lín. bakteriorodopszin (BR) molekulák 
találhatók, amelyek nagyon hasonlítanak a látásért felelős rodopszin moleku-
lákhoz. Kb. 26 000 dalton molekulasúlyú fehérjéhez fényérzékeny molekula, 
я retinái csatlakozik. Nagyon fontos tény, hogy a BR molekulák —- 500 n m 
átmérőjű membrán szigetben, ún. bíbormembránban helyezkednek el, amely-
ből több (4—10) is van a baktérium felületén (méretek 6 pm hosszúság, 1 p m 
átmérő 4. ábra). A bíbormembránok a lipiden kívül csak B R molekulákat tar-
talmaznak, amelyek szigorú, kvázikristályos rendben helyezkednek el (5. 
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4. ábra. A Halobacterium halobium sejt elektronmikroszkópos képe. Jól látható a ~ 0 . ő / /m 
átmérőjű bakteriorodopszint tartalmazó membrán darab. (V. A. BOROVIAGIN (Puscsino) felvétele) 

ábra) [35]. A baktérium teljes membránján a bíbormembrán szigeteken kívül 
még sok más funkcionális egység is van (6. ábra), amelyek közül számunkra 
az ATP-áz molekula a fontos. 

A kísérleti vizsgálatok szerint a BR molekulák az abszorbeált fotonok 
hatására (az abszorpciós sáv maximuma X = 570 nm) protonokat pumpálnak 

5. ábra. Elektronmikroszkópos felvételből rekonstruált sűrűség eloszlás a bíbormembránban. 
A BR molekulák egyenként hét hélixből állnak, amelyek átszelik a membránt. Egy-egy 

szabályosan 6.1 nin-re elhelyezkedő rácspont körül 3 B R molekula helyezkedik el 
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a sejt belsejéből a külső térbe, 11p protonmotoros erő keletkezik, amely a 
protonokat az ATP-ázon keresztül visszaáramoltatva ATP-szintézist eredmé-
nyez. A fosztorilálás vázlata: 

fotonok Zip ATP 
energiája 

B R ATP-áz (5) 
proton- membrán A D P -;- P ( 

pumpa 

(szétkapcsolok 
növelik) 

Proton 
t ranszport 

(ATPÓzon keresz-
tü l ) 

H + 

(12 proton/021 

6. ábra. A Halobacterium halobium sejt membránjának a vázlata 

A (1), (4) és (5) séma hasonlósága szembetűnő. Eltérés csak a proton-
pumpálás módjában van. A (1) és (4) sémákban a protonpumpa bonyolult , 
biztosan több molekula vesz részt a folyamatban, az (5) sémánál azonban 
egyetlenegy molekula, a B R molekula végzi a protonpumpálást. Világosnak 
látszik, hogy a protonpumpa molekuláris mechanizmusának tanulmányozását 
a bíbormembrán rendszeren kezdjük meg. 

3. A bakteriorodopszin fotoeiklusa 

A bíbormembrán szigeteket a sejtekből biokémiai módszerekkel izolálni 
lehet, a B R molekulák eközben megtartják funkcionális tulajdonságaikat. Mód 
nyílik tehát egy nagyon egyszerű membrán rendszer — lipid és egyetlen típusú 
fehérje — működésének in vitro vizsgálatára. 

A kapott eredményekből kiemeljük a BR fotociklusára vonatkozó isme-
reteket. A B R molekulák egy foton abszorpciója után (max = 570 nm) kb. 
15 ps alatt egy új állapotba kerülnek, amelynek az abszorpciós maximuma 
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A = 590 nm-nél v a n [1]. Ez а К állapot. Innen termikus gerjesztési cikluson 
haladva jutnak vissza az alapállapotba. А К —* L —* M —<- (N) —• О —>- B R 
sorozatnál az élettartamuk és az új abszorpciós sáv maximális hullámhosszai 
a 7. ábrán találhatók. Megjegyezzük, hogy az N állapot léte v i tatott [35], mi 
a következőkben e nélkül tárgyaljuk a fotociklust. A proton az M —* О átmenet 
során lép ki a membrán külső oldalán és a rendszer a belső oldalról az О —>• BR 
átmenetben veszi fel a hiányzó protont, így áll helyre a molekula alapállapota. 

7. ábra. A bakteriorodopszin molekula fotociklusa. Az alapállapotban (BR5 7 0) fény hatására 
^-15 ps idő alatt a K5 a 0-es állapotba jutnak a molekulák, ahonnan a továbbiakban termikusan 
gerjesztett átmenetek során a LJJ,,, M412, O640 állapotokon keresztül visszakerülnek az alap-
állapotba. Az időállandók szobahőmérsékletre vonatkoznak. A protonok az M4I2 O640 át-

menet során lépnek ki és az O640 — B R K 0 átmenetben lépnek be a fehérjékbe 

Lézer—Raman-spektroszkópiai vizsgálatokkal bebizonyították, hogy a 
retinái a fehérje egy lizin aminosavjához kötődik Schiff-bázissal. A Schiff-
bázison egy kompenzálatlan proton van alapállapotban. Ez a proton lép ki 
— valahogy — a fotonok hatására a külső oldalra és erre a helyre lép be egy 
másik proton belülről. Az is ismeretes, hogy a Schiff-bázis a fehérjékben a 
belső oldalhoz közelebb van, és a retinái innen kiindulva mintegy 63°-os szöget 
zár be a membrán normálisával (8. ábra). 

A vizsgálatokat élő baktériumokon is elvégezték [35], amelyekből tud-
juk, hogy a protonpumpa a fent vázolt ciklus szerint működik in v ivo is. 

Bakteriorodopszin fotociklusa 

H 

H+ 
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A protonpumpa molekuláris mechanizmusának jobb megértése céljából 
új módszert vezettünk be a bíbormembránok orientálására [22], majd fel-
ismertük, hogy a proton-puinpa működése közben elektromos jel indukálódik, 
amely a BR fotociklusához társult [23]. 

hv 

' У Б З 0 

\ 
B R 5 7 0 

8. ábra. A BR molekula elhelyezkedése a membránban. A retinái DÜ63°-OS szöget zár be 
a membrán normálisával 

4. A bíbormembránok orientálása 

Jólismert jelenség az. hogy makromolekulák (fehérjék, DNS, . . .) vizes 
oldatban elektromos térben orientálhatok [11]. Nagyobb sejtrészecskéket — 
pl. kloroplasztiszokat kezdetben mágneses térrel [13], később váltakozó 
elektromos térrel (50 Hz) orientáltak [12]. A bíbormembránok orientálásáról 
is volt irodalmi utalás: nagyfeszültségű impulzusokkal sikerült nagyon rövid 
időre orientálni bíbormembránokat vizes szuszpenzióban [32] és kb. 100 V/cm 
erősségű sztatikus elektromos térrel különleges gél rendszerben [9]. 

Részletes vizsgálataink során kiderült, hogy kb. 20 V/cm tér elegendő 
arra, hogy a bíbormembránokat praktikus szempontból 100%-osan orientáljuk. 

A mérő rendszer vázlatát a 9. ábrán mutatjuk be. Az 1 mm vastag 
küvettában bíbormembrán szuszpenziót öntöttünk. A Pt elektródák 4 mm 
távolságban voltak, a 4 — 5 mm magas oszlop ellenállása ^ 2 • 10* Q, az oldat 
optikai sűrűsége 1,8 volt. 

Részecskék orientálásának mérésére a lineáris dikroizmus jelensége hasz-
nálható [11]: az orientált mintán áthaladó lineárisan polarizált fény abszorp-
ciója (A) megváltozik (dA) a következő egyenletek szerint: 

tdAjL 
A 

1 

A 
log 1 + ÜL 

I 
= Ф(Е) í — s i n * 0 - 1 

\ 2 
(6a) 

zlA„ 

A 
1 
A 

log 
b " T 

= Ф(Е)(3 cos2 0 — 1) (6b) 
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ahol _L és II jelenti az eredményeket abban az esetben, ha a fény polarizációs 
síkja merőleges, illetve párhuzamos az orientáló elektromos tér irányával. I() 

I I0 | 
fényből a mintán I fény jut keresztüli A = log —I, I és 1ц a mért fényinten-
zitás változás az orientálás hatására. Ф(E) az E elektromos térerősségtől függő 
orientációs függvény. Telítésnél Ф(Е) —»-LA molekulában lévő fényabszor-
beáló egység, a retinái átmeneti momentum vektora és a térerősség iránya 

9. ábra. Mérőrendszer az orientálás tanulmányozására 

közötti szög 0 . Minthogy azt várjuk, hogy a membrándarabok, mint 500 nm 
átmérőjű és kb. 5 nm vastagságú korongok az elektromos tér irányára merőle-
gesen állnak be (a korongok normálisa párhuzamos az elektromos tér irányá-
val) , 0 az átmeneti momentum vektor és a normális közötti szög (lásd 8. 
ábra). Az elektromos tér iránya körül hengerszimmetria van, tehát a vektorok 
egy 0 nyílásszögű kúpon foglalnak helyet. Előző vizsgálatokból ismeretes volt, 

л J A , zlAn 
hogy 0 60—70° [17,24], ezért — - = - > 0 , < 0 értéket várunk, amelyből 

A A 
6a, b egyenletek alapján következik, hogy < , I > 0. 6a és 6b egyenletek-
ből az is következik, hogy 

ZlAj_ 1 JA,, 
(7) 

A 2 A 
0 - t ó l és Ф(Е)-1о1 függetlenül. 

A fényintenzitás változásokat az elektromos térerősség függvényében 
mértük A = 562 nm-nél. Minthogy a bíbormembránok elektromos térben 
elektroforetikus mozgást is végeznek, a lOe. ábrán látható módon T ideig 
pozitív, 2T ideig nulla, majd T ideig negatív térerősséget alkalmaztunk, T 
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általában 3 s volt. A (7) egyenlet ^ 4 V/cm térerősségnél teljesült (10a, b 
ábra), de magasabb térerősségnél (18 V/cm, 10c, d ábra) I kezdeti pozitív 
tartományból gyorsan átcsapott negatív tartományba, I , viselkedése „nor-

A A ± 
mális" volt , vagyis a térerősség növekedésével telítést mutatott (11. 

A 
ábra). Az I|| anomáliát azzal magyarázzuk, hogy az elektroforetikus mozgás 

T 2T T 

10. ábra. A fényintenzitás változások időfüggése abszorbeáló bíbormembránok esetén. 7. = 
= 562 nm. (a) az elektromos tér irányával párhuzamosan polarizált fény (I/ / ) , térerősség 
E = 4 V/cm; (b) merőlegesen polarizált fény (Ij_b E = 4 V/cm; (с) 1ц, E = 18 V/cm; (d) 

Ij_, E = 18 V/cm; (e) az alkalmazott térerősség időfüggése T = 3 s 

során a bíbormembrán korongok elfordulnak [22]. A magyarázatot további 
vizsgálatokkal megerősítettük, amikor az orientálást p H függvényében mér-
tük [7]. Ismeretes, hogy a bíbormembránok töltését pH-csökkenéssel kom-
penzálni lehet, ennek következtében csökken az elektroforézis sebessége, tehát 
a fellépő elfordulásnak is csökkenie kell. A mérések szerint kisebb pH-nál a 
görbék jobban megközelítették a 7. egyenlet követelményeit . 
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A mérési adatok analíziséből sok értékes információt nyerhetünk. A tér 
kikapcsolása után az orientáció a részecskék rotációs diffúziója következtében 
összeomlik. A mérésekben két időállandót is találtunk тл = 250 ms, és т2 = 
-- 1,7 s (az elektroforézis miatt bekövetkező elfordulás időállandója r3 ^ 
~ 420 ms volt). A két időállandó különböző méretű részecskékre vall. Mint-
hogy a rotációs diffúzió miatt bekövetkező relaxáció időállandója т r3, ahol 

3 

r a részecske sugara, r2 időállandójú részecske sugara r2 = \ TíIt1 • rx ^ 2 r r 

(4A/A)S normáltuk. A = 562 nm és 300 nm 

A nagyobb részecskék intenzitása kb. ^ 15%. A további analízisnél a nagyobb 
részecskék hatását elhanyagoljuk. 

A következő fontos ismeretet a 11. ábrán közölt telítési görbe alapján 
4 A , 

nyerhetjük. Telítésnél Ф(Е) 1, tehát — = 0,11 ± 0,02 értékből 0 = 
A 

= 59 i 1° számítható ki a 6a egyenlet alapján. Az orientáció az adott rend-
szerben elektromos dipólmomentum alapján valósul meg, azt mondhatjuk, 
hogy a dipólmomentum és az átmeneti momentum vektor közötti szög 59° 
méréseink alapján. Az újabb vizsgálatokban sikerült 0 = 63°-ot is mérni [7]. 
Állíthatjuk tehát, hogy 0 jó közelítéssel egyezik az egyéb módon (főleg szedi-
mentálás utáni szárítással) előállított rétegek esetén mért szöggel [17, 24], 
amely azt mutatja, hogy az orientálásban résztvevő dipólmomentum nagyon 
jó közelítéssel párhuzamos a bíbormembrán normálisával. 

Megjegyezzük, hogy az elektromos úton létrehozott irányítás valódi 
orientálás (azaz minden membránnak azonos oldala, jelen esetben a belső 
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oldala fordul a pozitív elektróda felé) míg szedimentálással, vagy mágne-
ses térrel csupán párhuzamosítani lehet (alignement) a membránfragmen-
tumokat. 

Részecskék elektromos térben akkor orientálhatok, ha vagy permanens, 
vagy a térrel indukálható elektromos dipólnyomatékkal rendelkeznek. A telí-
tési görbe megfelelő analíziséből eldönthettük, hogy a bíbormembránok per-
manens dipólnyomaték révén orientálódnak. A 12. ábrán a (AA/E2)/ 

elméleti görbe a permanens, a másik az indukált dipólmomentumokat írja le 

(ZlA/E2)E1_0 mennyiséget ábrázoltuk E 2 függvényében. A mérési pontokon 
áthúzott görbe a permanens, a másik az indukált dipólmomentumok esetére 
vonatkozó elméleti görbe [11]. 

Permanens dipólnyomatékok esetén az orientációs függvény 

ф(Е) = 0{ß) = 1 - 3 (coth ß - 1 lß)/ß (8) 

ahoi ß — / íBE/кТ, ц a részecske dipólnyomatéka, В = E j n t /E egy belső tér 
függvény, amely azt fejezi ki, hogy a belső tér a dipólnyomaték helyén külön-
bözik az alkalmazott E tértől , к a Boltzmann állandó, T a hőmérséklet К fok-
ban. A 11. ábra adataiból /xB = (6 -f- 1) • 10~ 2 3 Cm számítható ki. Ezt az 
óriás dipólnyomatékot a bíbormembránon lévő individuális dipólnyomatékok 
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összegeként foghatjuk fel. Tegyük fel, h o g y az egyes dipólnyomatékok a B R 
molekulák és В = 1, akkor mivel egy 500 nm átmérőjű bíbormembránban 
mintegy 1,8 • 104 BR molekula van. 

= ned = 18 nm, 
e 

ahol e az elemi töltés, n e azok száma d távolságban. Ha d = 4,5 nin (a m e m b -
rán vastagsága, a fehérje két oldalának távolsága), akkor n e = 4. Ez a számítás 
természetesen közelítés, de érzékelteti, h o g y a BR molekulát úgy foghatjuk 
fel, hogy a belső, illetve külső oldalon membránból kiérő részén pozitív, i l letve 
negatív töltések vannak, és ezek alkotják a permanens dipólnyomatékot. A 
fenti kísérletekből nem dönthető el, hogy a negatív oldal a belső oldal, ezt 
a következő részben tárgyalt vizsgálatok alapján állítjuk. Természetesen 
további kísérletekkel kell azt a feltevést is igazolni, hogy a dipólnyomatékok 
a fehérjék sajátjai és nem esetleg a lipidek töltései okozzák. 

5. A bakteriorodopszin fotociklusához társult elektromos jel 

A bíbormembránok a fenti kísérletekben kellően hosszú ideig ( ^ 3 — 4 s) 
vannak orientált állapotban ahhoz, hogy további kísérleteket lehessen rajtuk 
végezni. A rendszer ebben a „kvázistacionér" orientálási állapotban fe l fogható 
mint egy óriás membrán, amelyben a szokásosnál lényegesen több BR mole-
kula van. Ezért várható volt , hogy a viszonylag nagy mennyiségű anya-
gon tiszta kísérleteket, kvantitatív értékelésre alkalmas méréseket végez-
hetünk. 

Vizsgálataink megkezdése előtt gyors, bifázisos elektromos jelet f igye l tek 
meg két nem tűi jól definiált , többé-kevésbé orientált B R rendszeren [37, 
19, 8]. 

A jel rövid fényimpulzus hatására je lent meg. A vizsgálatokat a szerzők 
nem tudták kvant i tat ívvá tenni a BR rendszer indefinit volta miatt és nem 
sikerült kapcsolatot találni az elektromos jelek és a BR fotociklus között. 

Az elektromos jelek tanulmányozására a 13. ábrán látható mérőrendszert 
állítottuk össze. Egy házilag készített kapcsoló egység (az ábrán n e m lát-
ható) két feladatot látott el: 

i ) Előáll ította az orientáláshoz szükséges, T, 2T, T időkkel rendelkező 
pozitív — nulla — negatív négyszöget jelet (T ^ 3 s); 

ii) Az első két időintervallumban (T, 2T) tetszőleges időben indí tó 
jelet adott egy Opton festék lézerre, amely A = 580 nm. 1 gs hosszú 
és 10 m j energiájú fényimpulzust adott. Ugyanakkor indította a 
tranziens rekordert (KFKI, legkisebb konverziós idő 0,1 gs, konver-

MTA Biol. Ozzl. Közi. 23 (1980) 



3 6 2 KESZTHELYI LAJOS 

ziós tartomány 256 egység/csatorna, 1024 csatorna mérési tarto-
mány) . 

A két identikus bíbormembrán rendszert használtuk az elektromos méré-
sekhez, mert az munkaellenálláson elkerülhetetlenül megjelenő orientáló 
feszültségből származó jelet, amely rendszerint nagyobb vo l t , mint a mérendő 
jel , kompenzálnunk kellett. A Keithley 604 differenciális erősítő mindkét rend-

PM o lda t (2) 
-<Pt elektródák 

\Fotomultiplier 

Monokro^ 
ma tor 

Orientáló feszültség 

PM oldat (1) 

Polarizator 
Interferencia szű rő 

Merő feny 
Lezer 

gerjesztő 
fény 

13. ábra. Az elektromos jelek tanulmányozására szolgáló mérőrendszer vázlata 

szerből azonos nagyságú és alakú orientálásból származó je let kapott, amelyre 
a kimeneten n e m adott jelet. Az R4 ellenálláson a lézer impulzus hatására is 
jelent meg jel , ezt az erősítő természetesen erősítette, és az a felülvágó szűrőn 
keresztül be juto t t a tranziens rekorderbe. Az egész rendszer idő felbontása 
1,5 — 2 ps volt (a felülvágó szűrő határfrekvenciája 0,5 Mc). A határfrekvenciát 
csökkentettük, amikor hosszabb időállandókat mértünk. 

A mérőrendszerhez egy fénymérő út is tartozott, amely kettős célt szol-
gált: egyrészt ellenőriztük a lineáris dikroizmus méréssel az orientáció bekövet-
keztét, másrészt a fotociklust követtük különböző hullámhosszú fénnyalábbal 
végezve méréseket . A fénymérő fotomultiplier jele a differenciális erősítő u tán 
csatlakozott a rendszerbe. 
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A 14. ábrán bemutatjuk az orientált membránrendszeren mért elektro-
mos jeleket, amelyeket a lézer impulzus gerjesztett. A jeleket t = 2,5 s és 
t = 3,3 s időben, tehát elektromos tér jelenlétében és anélkül is mértük. Lát-
ható, hogy a két gyors komponens praktikusan azonos, míg a lassú komponens-
ben különbség van, amelyet a b ábrán a szaggatott görbe mutat. Elektromos 

görbe különbsége (az utóbbit az I komponensre normáltuk). A bíbormembránok v izes szusz-
penzióban voltak, A = 1.8, T = 20 °C, orientáló feszültség 8.5 V. Az elektródák közt i távolság 

D = 0.8 cm 

tér nélkül nyilvánvalóan van még orientáció, amely csak bizonyos idő alatt 
relaxál. Ennek pontosabb tanulmányozása érdekében mértük az orientációval 
arányos lineáris dikroizmus jel idő függését (15. ábra folyamatos vonal) és 
erre normáltuk a különböző időkben kapot t elektromos jelek amplitúdóit (I, 
II, III). (A mérésekben nagyobb bíbormembrán részecskék vol tak, ezért 
nagyobb a relaxáció időállandója). Látható , hogy az I. és II. komponens 
kizárólag az orientálástól függ, a III . komponensben van elektromos tértől 
függő rész is. 

Az elektromos tértől függő részt könnyen megérthetjük. A jelet a proton-
pumpálás hatására tranziensen felszabaduló protonok okozzák. A membrán 
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egy ik oldalán ki lépő protonok megnövelik az oldatban a vezetőképességet 
anny i időre, amíg a másik oldalról be nem lép egy másik proton a kilépett 
helyére. A görbe (14b ábra, szaggatott görbe) alatti terület 2,56 • 10~ 4 Vs. 
E n n e k értékelésére később térünk vissza. 

Az elektromos jel orientáció és tér függésének megállapítása után ugyan-
azon a mintán parallel mértük az elektromos jelet és a fényabszorpciós 
je leket különböző hullámhosszokon azzal a céllal, hogy az elektromos jele-

15. ábra. Az elektromos jel komponensei amplitúdójának korrelációja az orientációval. Az 
orientáció fokát A = 570 nm-es polarizált fénnyel mértük , ezt jelzi a kihúzott görbe. Az 

adatokat a nyíl lal jelzett pontban normáltuk 

ket a BR fotociklusának a lépéseihez hozzárendeljük. Az eredményeket 
a 16. ábrán gyűj töt tük össze. A hozzárendelést a jelek kvanti tat ív leírásával 
kezdjük. 

Az I. komponens exponenciálisan eső negat ív jel т4 ^ 4 ps időállandó-
ban. Ugyanezt az időállandót lehet megfigyelni az A522 és A408 fényabszorpciós 
je lben. A522 muta t ja a K-forma azonnali megjelenését és bomlását t 4 idő-
állandóval az L-formába (K —» L átmenet). A 4 0 g megjelenése r 4 idővel késik. 

A II. komponens pozitív jel; r2 ^ 80 ps időállandóval. E z az L —>• M át-
m e n e t időállandója is, amelyet az A522 görbén mint az L550 forma eltűnését és az 
A4 0 8-as görbén mint az M412 forma megjelenését lehet megfigyelni. A 16a ábra 
a gyors kétfázisú jel felbontását mutatja. Ezek szerint a pozit ív jel tartalmaz 
T4 időállandójú emelkedő szakaszt, amely a szülő-leány bomlás összefüggéseit 
jelzi . 

A III. hosszú életű komponens (amelyhez hasonlót e lőttünk senki sem 
észlelt) viszonylag komplex jel. Ha a tranziens vezetőképesség növekedés 
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16. ábra. Az elektromos jelek és a fény abszorpciós jelek (különböző hullámhosszokon) össze-
hasonlítása. (a—c) különböző időfelbontással mért jelek. Az elektromos jeleket t = 3.3 s 
időben mértük. Az (a) és (c) oszlopban található szaggatott vonalak az elektromos jelek 
dekompozicióját jelzik. Bíbormembránok H 2 0 szuszpenziója, A = 1.8, T = 20 °C, orientáló 
feszültség 8.5 V. Az abszorpciós jeleknél a lépték minden esetben AI/I = 0.1 értéket jelez. 

Pozitív jel esetén AI < О 

okozta jeltől eltekintünk, akkor a visszamaradó jel (16c ábra) egy exponen-
ciálisan eső pozitív jel (r3 8 ms) és egy szülő-leány jel szuperpozíciója. Az 
M —>- О átmenet időállandója az A40g görbén r3 c^ 8 ms. A szülő-leány jel az 
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О —*• BR átmenet időmenetével egyezik, amelyet az Ae35 görbe mutat. Az 
О —»- BR átmenet időállandója т4 ^ 2 ms. 

1. táblázat 

A fotociklus egymást követő átmeneteihez társuló elektromos és abszorpciós 
jelek időállandói. Az adatok H 2 0 szuszpenzióra és D 2 0 szuszpenzióra 

(zárójelben) vonatkoznak 

Á t m e n e t К - L L - M M - 0 О - B R 

J e l RT r3 

t í p u s ( H M ( m s ) ( m s ) 

Elektromos 4,4 81 8.0 2.5 
(6.2) (452) (22.0) (4.0) 

А 108 81 7.9 
(429) (20.0) 

A5 2 2 3.7 91 8.5 
(5.1) (445) (20.0) 

Г.35 9.2 2.2 
(21.0) (4.1) 

А г, — T4 időállandókat meghatároztuk a görbékből és az 1. táblázatban 
összegyűjtöttük. A számításokban a szokásos szülő-unoka . . . egyenleteket 
használtuk, amelyeket a rádióaktív bomlássorozatokból ismerünk (ezek az ún. 
Buteman-egyenletek [10]). Figyelembe vettük, hogy a komponenseknek a 
sorozatban különböző előjelük és amplitúdójuk lehet. 

Az elektromos és abszorpciós jeleket megmértük és analizáltuk abban az 
esetben, amikor a bíbormembránokat a szokásos H 20-oldatból centrifugálással 
lecsapattuk és az tán D.,0-ban szuszpenzáltuk. Ismeretes, hogy ilyenkor bizo-
nyos lazábban kötöt t hidrogénatomok deutériumra cserélődnek a fehérjékben, 
amelynek hatására a fehérjék időállandói megváltoznak. А В — D kicserélődé-
séhez idő kell. ezért megvizsgáltuk, hogy a D 2 0 - b a n való szuszpendálás után 
mi ly mértékben változik az elektromos jel. A 3 perc — 5 óra intervallumban 
n e m tapasztaltunk változást a jelek amplitúdójában. Az időállandókat (тх — 
— r4) szintén az 1. táblázatban gyűjtöttük össze (zárójelben). 

Az abszorpciós és elektromos jelek időállandóinak kvalitatív (16. ábra) 
és kvantitatív (1. táblázat) egyezése alapján állítjuk, hogy az elektromos jelek 
megfelelő komponensei a fotociklusban ismeretes К —• L, L —>- M, M -» О és 
О —»- BR átmenetek elektromos megfelelői. Ez a megfeleltetés található az 1. 
táblázatban. 

A bakteriorodopszin fotociklusa т0 ^ 15 ps élettartamú nagyon gyors 
átmenettel (BR —>- K) indul; ennek az átmenetnek, továbbá a kérdéses M —>- N 
átmenetnek az elektromos analóg jelét nem látjuk az elektromos jelben. 
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6. Az elektromos jel értelmezése: protonok elmozdulása 

A 3. részben kifejtettek szerint a fotonok hatására protonok haladnak 
át a membrán belső oldaláról a külső oldalra a bakteriorodopszin molekulán 
keresztül. A Lézer—Raman vizsgálatok alapján ismeretes, hogy a Schiff-bázis 
a BR állapotba protonált és az M állapotba deprotonált. Elfogadhatjuk tehát, 
hogy a Schiff-bázison lévő proton indul el kifelé és ide jön belülről egy másik 
proton. H E S S és K U S C H M I T Z | 1 6 ] , valamint saját eddig nem publikált vizsgála-
taink szerint ismeretes, hogy tirozin és triptofán oldalláncok abszorpciója meg-
változik a BR fotociklusa alatt, azzal időben korrelálva. A tirozin abszorpciós 
jelről biztonsággal állítható, hogy a) egy tirozin molekuláról hiányzó egyetlen 
protonnak felel meg és b) felfutása а К —»- L időállandónak, lecsengése az 
M —<• 0 —• BR időállandónak felel meg. A triptofán jel értelmezése nem ily-
mértékben tiszta, de nincs ellentmondásban azzal, hogy egy proton triptofán-
hoz való kötődésének felel meg. Időállandó felfutása az L —• M átmenetnek, 
lecsengése M —>• О átmenetnek felel meg. 

A D 20-oIdatban szuszpendált bíbormembránok esetében az egyes idő-
állandók 1,5 — 5-ször növekedtek meg a H 2 0 szuszpenzió esetén mért megfelelő 
időállandóhoz képest. Ez azt mutatja, hogy a protonok, illetve deuteronok 
nem szabadon mozognak a BR-ben, hanem különböző kötött állapotok igény-
bevételével, amelyeknek időállandói a H — D kicserélődés következtében külön-
bözőképpen változtak meg. Egyszerű szabad mozgás esetén I I + — D + csere 

A protonok áthaladását, a protonpumpát ezek szerint úgy értelmezhet-
jük, hogy a protonok a Schiff-bázisról termikusan indukált átmenetekben jut-
nak egyik helyről a másikra, végül kilépnek és a másik oldalról ugyanilyen 
átmenettel áll helyre az alapállapot. Ezt a képet tovább élesíti és bizonyos 
vonatkozásban kvantitat ívvá teszi az elektromos jel értelmezése. 

Az elektromos jel oka az, hogy töltések mozdulnak el a két elektróda 
között és abban áramot indukálnak. A Ramo — Shockley-tétel szerint [33] 

ahol Q a töltés, v a mozgás sebessége és D az elektródák egymástól való távol-
sága. A v sebességnek nincs értelme kvantum átmenetekben, ezért csak az 
indukált töltést határozhatjuk meg. A (9) egyenletet integrálva 

I m" 
I 1,4-szeres faktort eredményezett volna. m, 

(10) 

MTA Biol. Ozzl. Közi. 23 (1980) 



3 6 8 KESZTHELYI LAJOS 

ahol d a tö l tés elmozdulása a kvantumátmenetben . Q i n d tölt i a kör С kapacitását 
amely az RC időállandón keresztül sül ki (R a mérő ellenállás, lásd. 13. ábra). 
Az egyszerűség kedvéért vegyük az e lektromos jel első komponensét , amely 
egy x időál landójú exponenciál is f ü g g v é n y . Az indukált töltések időbeli sűrű-
sége 

e(t) = к e - k t (11) 
1 

ahol к = — . Ha N töltés e lmozdulásából kapjuk a je let , akkor az R mérőellen-

álláson 

V(t) = ^ Г e - * e - W d t ' = ( e - t _ 
С J 1 - kRC ( 

(12) 

1 
Ha — г > k. vagyis RC < т 

KL 

Y(t) = N Q R d k e - t (13) 

és a kü lönböző komponensekre felírva 

V i ( t ) = Ä d i k i f ( k l , , k . , t ) , ( И ) 

ahol f (k a , . . . ., kj, t) az i-edik komponensre vonatkozó Buteman- függvény . 
1 

Méréseinkben az ^ ^ к követe lmény az első komponens kivételével messze-

menően teljesül, minthogy RC 2 fis. Az első komponensnél xl = 3,7 /xs 

köve tkez tében a (14) egyenle t helyett a (12) egyenletet kell használni. 
A (14) egyenletből látszik, hogy V J t ) mért értékéből R, D, kj és N ismere-

tében dj értékek meghatározhatók, t e h á t meghatározható, hogy egyes kvan-
tum ugrásokban mekkora a protonok elmozdulása. Ebben a célkitűzésben a 
legproblematikusabb N-nek , a c iklusban résztvevő molekulák számának a 
meghatározása. 

A szokásos módszer a molekuláris extinkciós együt thatókon alapul. Az 
M412 f o r m a maximális koncentrációját tekintik a c iklusban résztvevő moleku-
lák koncentrációjának [26]. Ha a B R molekulák koncentrációja alapállapot-
ban с, a ciklusban ne, a rétegvastagság x , akkor írhatjuk 

= I 0 10"£BECI (15) 

I2 = I 0 Ю-[*ви(1-п)-«мп]« ( 1 6 ) 

ahonnan 
I i8 ~~ 1 1 = — = 10-6м-свк)п« _ i . (17) 

Ii I 
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2. táblázat 

A pro tonok e lmozdulása a B R fo toc ik lusának 
különböző lépése iben 

Átmenet (nm) 
dt/2 
(nm) 

К - L 
L — M 
M — О 
О - B R 

- 0 , 3 
+1,0 
+6,2 
+ 3 , 0 

— 0 , 1 5 
+ 0 , 5 
+ 3 ,1 
+ 1 ,5 

Az alapállapotban a B R molekulák extinkciós koefficiense X = 408 nm-
nél fiBR = 1,5 • 104 1 m o l - 1 c m - 1 , az M állapotban 4 x l 0 4 I m o l ^ c m - 1 [26], 
x = 0,1 mm. Al/I a 16c. ábráról leolvashatóan —32%. (17)-ből n = 0,25, 
с = 2 , 9 x 1 0 4 mol/1 (külön meghatározásból), tehát a ciklusban résztvevő 
molekulák száma N = n • с • V • A = 7 x l 0 1 4 (ahol У = 0 , 4 x 0 , 4 x 0 , 1 cm 3 

0 ,4 = 1,6 • Ю - 5 1 besugárzott térfogat és A = 6 х Ю 2 3 az Avogadro szám). 
Ezt az N értéket használva a (14) egyenletből meghatározható d, értékeket a 
2. táblázatban gyűjtöttük össze. Az elmozdulások összege 27dj = 10,5 nm, 
amely a membrán vastagságának a kétszerese, önmagában meglepő eredmény, 
hogy ilyen jó nagyságrendi egyezést sikerült kapni a töltések elmozdulásakor 
indukálódó áramok analíziséből. Ha elfogadjuk, hogy egyes szerzők szerint 
minden fotociklusban 2 proton halad át a membránon [30], akkor dj/2 érté-
keket vehetjük a proton elmozdulásának egy-egy átmenetben (2. táblázat). 
Eszerint a K - > L átmenetben a protonok visszafele ugranak dx = 0,15 nm-t , 
a többi átmenetben előre mozognak. A protonok a Schiff-bázisról előre halad-
nak az L M —• О átmenetekben, az összelmozdulás 3, 6nm, ekkor már kijutnak 
a felületre, az О —»• BR átmenetben (1,5 nm elmozdulás) a másik oldalról 
belépve ismét eljutnak a Schiff-bázishoz. Az elektromos jel adatai összhang-
ban vannak azzal a szerkezeti adatokból nyert megállapítással [31], amely 
szerint a Schiff-bázis a belső oldalon kb. 1/3 távolságban helyezkedik el. 

Az áthaladó protonok számát más módszerrel is meghatározhatjuk. A 
tranziens Vezetőképesség változásból származó jel (16b. ábra) nyilvánvalóan 
függ az oldatba került protonok számától. 

Az 5. részben meghatároztuk, hogy a vezetőképesség-jel 2 , 5 6 х Ю ~ 4 Vs. 
Ezt R 105 Q munkaellenálláson kaptuk, tehát az áthaladt töltés Q p = 

kapjuk, ha megnézzük, hogy a megvilágítás hatására a megfelelő térfogatban 
mennyi áram folyik az alatt, míg a protonok szabadon vannak. Ehhez meg kell 
határozni egy proton fajlagos ellenállását. ( p H = 7-nél, szobahőmérsékleten 
a víz fajlagos ellenállása 5,2 X 10е ßcm. Egy protonra vonatkozik ebből R p = 

2 , 5 6 x 1 0 4 

As = 2,56 X10 "9 As. Az áthaladó töltés mennyiségét meg-
R 
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= 3 , 2 6 х Ю 2 0 „Qcm. (pH = 7-nél a protonok száma 6 х Ю 1 3 cin"3). K ö n n y ű 
belátni, hogy 

Q p = N p V o , d q r ( 1 8 ) 

K p - 1 

ahol Vb l d a megvilágított részre eső feszültségesés, 1 az áramvezető hossza, q 
felülete, т a protonok oldatban tartózkodásának átlagideje (az 0 állapot élet-

1 
tartama). Esetünkben q = lx, tehát —— x = 0,1 cm, т4 = 2,2 ms, és Void ^ 

4 
СУЗ V. (A méréskor a feszültség 8,5 V, az oldatra esett ^ 6 V, és a lézerrel 

0,4 
megvilágított felületre X 6 = 3 V. Az elektródák távolsága a 0,8 cm, a meg-

0,8 
világított felület szélessége 0,4 cm). Ezekkel a számadatokkal a (18) össze-
függésből N p = 1,3 хЮ 1 5 , jó közelítéssel kétszerese az N = 7 х Ю 1 4 értéknek, 
amelyet abszorpciós mérésekből kaptunk. 

A számítás eredménye azt mutatja, hogy valóban annyi proton halad át 
a membránon, amennyi a (14) egyenletekbe helyettesítve a helyes membrán 
vastagságot adja. Felmerül a kérdés most már, hogy valóban 2 proton megy-e 
egy ciklusban, vagy a ciklusok aránya nem n = 0,25, hanem n = 0,5. Véle-
ményünk az utóbbi érték felé hajlik, mert egyszerűbb megérteni az egy proton 
— egy ciklus arányt. Ez azonban azt jelenti, hogy £M irodalmi értéke nem 
helyes. A kérdés eldöntésére széles körű vizsgálatokat kezdtünk. 

Nagyon fontos megjegyeznünk az elektromos jel jellegzetességére vonat-
kozóan azt, hogy a protonok az átpumpálás után kikerülve az oldatba a memb-
rán körül diffundálva nagyon gyorsan ekvilibrálódnak. W I T T vizsgálatai 
szerint [39] ez az idő a bíbormembránokhoz hasonló méretű tilakoidoknál (1. 
2a rész) с**: 10 ps. Esetünkben is ilyen nagyságrendben kell várnunk a proton-
pumpa hatására kialakuló koncentrációkülönbség — ami equivalens lenne 
elektromos potenciálkülönbség létezésével — eltűnését. Felmerül a kérdés, 
hogy a membránok megkerülésével —; ps alatt visszafolyó töltés miért nem 
jelentkezik elektromos jelként. A magyarázat az, hogy a protonok elmozdu-
lása a fehérjében kvantumugrás, rendkívül rövid impulzusok töltik а С kon-
denzátort (12. egyenlet), míg a lassú töltésmozgás nem tudja feltölteni a RC 
kört. 

Az ekvilibrálás nem érinti a lassú idejű elektromos jeleket, mert a proto-
nok a fehérjén belül, a külső ionoktól elszigetelt állapotban mozognak. 

7. Kék hatás, a protonok visszavétele 

További fontos információkat nyerhetünk az elektromos jelekkel kap-
csolatban az űn. kék hatás vizsgálata során. A kék hatás abban áll, hogy a BR 
molekulákat az M412 formában А о*: 410 nm hullámhosszú „kék" fénnyel be-
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sugározva a protonpumpa leáll, a molekula a protonokat visszaveszi [21] és 
n a g y o n rövid idő alatt helyreáll az alapállapot [6, 20]. 

A kék h a t á s elektromos jelét a Я = 580 nm hul lámhosszú első lézer 
impulzus után tetszés szerinti időben adható kék flash felvi l lantásával tanul-
mányoztuk (természetesen a bíbormembránokat előzőleg orientáltuk). A f lash 
időtartama 2ps, a fényhullámhossz Я = 400 n m A l = 20 n m sávszélességgel 
és energiája 2 m j volt. A 17. ábrán látjuk az egymásután (600 ps) a lkalmazott 

zöld fény kék fény 
i I 

17. ábra. E l e k t r o m o s je l or ientál t b í b o r m e m b r á n o k e s e t é n e g y m á s t k ö v e t ő zö ld és k é k ger je sz -
t é s k o r . H , 0 s z u s z p e n z i ó , A = 1.8, T = 2 0 °C. O r i e n t á l ó f e s z ü l t s é g 10 V . A z e l e k t r ó d á k t á v o l -

sága D = 0 .8 c m 

zöld és kék f é n y jelét . A kék f lash által kel tet t jel jellemzői erősen különböznek 
a zöld jeltől. A n a g y negatív jel időállandója nagyobb, mint a zöld jelé, a pozi-
t í v rész ampl i túdója jóval kisebb. 

A kék f é n y nemcsak az M412 formát gerjeszti , hanem a BR 5 7 0 -et is, mint-
h o g y az alapállapotban a molekula kékben is abszorbeál. Ezért a második jel 
a kék fény kék (M412) és zöld (BR 5 7 0 ) hatásának az összege. A kék hatás jelét 
a 18. ábrán je lze t t módon kaptuk . A 410 nm-es fény zöldhatását kifejező 
mérési adatokat (18b. ábra) levonjuk a 18a. ábrán levő összetett görbéből, a 
kapot t eredmény (18c. ábra) némi hibával 5%) a kék hatásnak megfelelő 
elektromos jel. 
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Szobahőmérsékleten a különbség jel egyetlen exponenciálisan eső nega-
tív görbe, amelynek az időállandója r2, = 10 ps. Kis hőmérsékleten (5 —10 °C) 
egy pozit ív előjelű gyors komponens is megjelent (19. ábra). A jel élettartama 
tv 2 ps, a berendezés felbontásának a határa. Ezért a jelet vizuális módszer-
rel rajzoltuk az ábrára, és állításunk csak annyi, hogy létezik. Regisztrálni 
10 °C-nál magasabb hőmérsékleten nem sikerült, mert Tv a hőmérséklettel 
erősen csökken. 

j e l e k k ü l ö n b s é g e . E z a t i s z t a M4 1 2 je l 

A 20. ábrán az М4г2 állapot optikai módszerrel megfigyelt bomlási görbéje 
és a kék fény hatására kapott elektromos válaszjel amplitúdója közti korre-
lációt mutatjuk be. Ez a korreláció bizonyítja, hogy az elektromos jel (a kivo-
nás után) az M412 forma gerjesztésének tulajdonítható. 

A H —D kicserélődési effektust is megmértük és azt kaptuk, hogy a T2, 
időállandó 1,8-szor növekszik. 
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Az a tény, hogy a jel két komponenst tartalmaz, arra utal , hogy a f é n y 
indukált M 4 1 2 —>- B R 5 7 0 átmenet, vagy i s a B R 5 7 0 alapállapot helyreállása az M 4 X 2 

elektronikus gerjesztése után legalább 2 termikusan gerjesztett folyamatban 
történik. Az első folyamat, amelynek az elektromos jele pozitív, és élettartama 

19. ábra. A kék f é n y o k o z t a e l e k t r o m o s j e l ( lásd 18c á b r a ) T = 5 °C h ő m é r s é k l e t e n . K é t e x -
p o n e n c i á l i s k o m p o n e n s k ü l ö n b ö z t e t h e t ő m e g , a s z a g g a t o t t v o n a l a jel f e l b o n t á s a ké t k o m p o -

nensre 

0 10 2 0 3 0 AO 

t (ms) 

20. ábra. Az M112 á l lapot b o m l á s á n a k ( f é n y a b s z o r p c i ó s j e l ) é s a z e l e k t r o m o s je l a m p l i t ú d ó j á n a k 
korre lác ió ja 

- — : a f é n y a b s z o r p c i ó időbel i v á l t o z á s a A = 4 0 0 n m - n é l ; 
• : az e l e k t r o m o s jel a m p l i t ú d ó j a k ü l ö n b ö z ő kés le l te tés i i d ő k n é l . 

A j e l e k e t a ny í l l a l j e l z e t t p o n t n á l n o r m á l t u k 

( T P ) nagyon rövid, szobahőmérsékleten valószínűleg megfelel a K A L I S K Y et al. 
által spektroszkópiai úton észlelt gyors átmenetnek [20]. Ebben a munkában 
további átmeneteket nem találtak. L I T V I N és B A L A S H O V azonban megfigyeltek 
két további közbenső formát is, spektroszkópiai úton [25]. A ké t forma ab-
szorpciós maximuma 565 és 585 nm-nél az alapforma abszorpciós maximumá-
hoz (570 nm) nagyon közel van, tehát nehéz felismerni. 

Ezek szerint az M 4 ] 2 —*• B R 5 7 0 átalakulás a következő átmenetek során 
valósul meg M 4 1 2 —>- P X —I«- P 5 6 5 —* P 5 8 0 —• B R 5 7 0 , ahol M 4 1 2 -*• P X átmenet a 
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nagyon gyors, foton gerjesztett elektronikus átmenet (ennek elektromos ana-
lógját nem látjuk hasonlóan a BR5 7 0 —>- K5 9 0 átmenethez), a Px —<- P565 — át-
meneteknek felel meg a T v időállandójú pozitív elektromos jel, T2, élettartamú 
elektromos jel a két következő átmenet valamelyikének felel meg, valószínűleg 
a P5e5 —»• P5 8 0 átmenetnek. A következő átmenethez n e m társul elektromos jel. 

Az elektromos jeleket a (14) egyenlet alapján értékeltük ki, hogy a pro-
tonok elmozdulását (dj) megkapjuk. Függetlenül e lvégzett abszorpciós méré-
sekből megállapítottuk, hogy a kék f lash hatására az M412 állapotban lévő 
molekulák 33 ( i 2 ) % - a jutott vissza a BR5 7 0 állapotba, a többi a szokásos 
M —• 0 —<• B R úton. Ezzel d4, ^ -j-0,03 nm d2, = 0,35 nm. Az értékek abszolút 
hibája kb. 30%, amivel N értékének meghatározása pontatlan). d2, relatív-
hibája a zöld fény esetére meghatározott d, és d2 értékekhez (2. táblázat) 

5%. dj, értéke azonban csak durva becslésnek tekinthető, mert r4 , az idő 
felbontásunk határán volt . 

Az eredmények értelmezése nyilvánvaló: a molekula az M4l2 formából a 
kék fény hatására gyorsan visszajut a BR 5 7 0 alapállapotba, amely azt jelenti, 
hogy az M412 formába eljutásig a protonok d4 -j- d2 = 0,35 nm-re jutottak a 
Schiff-bázisból és onnan d p -f- d2, —0,32 nm-t léptek vissza. Tehát nagyon 
jó közelítésben d4 -f- d2 + d p + d2, съх 0. 

8. Következtetések 

Kiinduló problémánk volt az élővilág energia átalakítási folyamataiban 
általánosan résztvevő protonpumpa mechanizmusának megértése. Ű g y véljük, 
hogy a fenti vizsgálatokkal, amelyek a bakteriorodopszin molekulában működő 
fény hajtott protonpumpa működésére vonatkoznak, a probléma megoldásá-
hoz hozzájárulunk. Megállapítottuk, hogy a Schiff-bázisról elinduló protonok 
a fény hatására perturbált molekula saját — kvantumállapotokon át történő 
— mozgása során meghatározott lépésekben jutnak ki a membrán külső felü-
letére és lépnek be a Schiff-bázisra. A megállapítást a keletkező elektromos jel 
analízise alapján tettük. A protonok áthaladásának mélyebb részleteit — 
milyen oldalláncok közvetítésével, milyen energiák felhasználásával, a fehérje 
milyen belső szerkezeti mozgásai révén alakulnak ki a lépések stb. — további 
széles körű vizsgálatokkal lehet felderíteni. A kutatómunka végeredménye egy 
olyan BR molekula modell lehet, amely a szerkezet alapján magyarázza meg 
a protonpumpa működését. 

Az elektromos jel sajátságainak megértése veze te t t a (14) egyenlethez, 
amely kvantitatív módon írja le a fehérjén belül, a fehérje által védet t kör-
nyezetben elmozduló töltés által egy külső körben indukált áramok idő függé-
sét. Láttuk, hogy ebből fontos adatokat kaphattunk a molekulán belüli töltés 
elmozdulások nagyságáról. Úgy véljük, hogy ilyen elektromos jelek más esetek-
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ben is fellépnek — amikor valamilyen ionpumpa (Na, K, Ca, . . .) működik, 
vagy a fehérje működése közben a fehérjén belül töltött csoportok mozognak. 
Ezért érdemesnek tartjuk, hogy a fehérjék működése közben fellépő elektro-
mos jelet elnevezzük: PERS (protein electric response signal). 

Nagy valószínűséggel állíthatjuk, hogy a bakteriorodopszin rokon mole-
kulájában, a látásért felelős rodopszinban azonos jelenségek játszódnak le fény 
hatására. Ismeretes, hogy retinogrammokban, rod outer segmenteken és bizo-
nyos rodopszint tartalmazó modell rendszerekben [5, 18, 36, 2] a flash gerjesz-
tés u tán azonnal megjelenő két fázisú elektromos jelet lehet észlelni. A jelet 
korai receptor potenciálnak nevezik (ERP, early receptor potential). A jelek 
alakra megegyeznek a bakteriorodopszin P E R S I. és II. komponensével (14. 
ábra). C O N E k imutat ta azt is [ 5 ] , hogy a meta II . rodopszin formát (amely a 
bakteriorodopszin M412 formájának a megfelelője) megvilágítva nagy ellen-
kező előjelű E R P jelenik meg (itt is két komponens található). A két kompo-
nens p H és hőmérséklet függvényében különbözőképpen változik, pl. az E R P 
második komponense a csökkenő hőmérséklet hatására eltűnik. 

Minthogy a [2] dolgozatban közölt eredmények szerint rodopszint és 
bakteriorodopszint tartalmazó membránrendszerekben fény hatására hasonló 
módon, hasonló előjelű membrán potenciál keletkezik, nyilvánvalónak látszik, 
hogy mindkét esetben fény hajtotta protonpumpa dolgozik. 

Nagyon valószínűnek tartjuk a fentiek alapján, hogy az E R P nem más 
mint a rodopszin molekula P E R S jelének első két komponense. Kvantitat ív 
értékelésre ebben az esetben is a (14) egyenletet kell használni. Minden további 
nélkül megérthetjük az ERP második komponensének az eltűnését: pH vál-
tozásra és hőmérséklet csökkenésre a komponens élettartama (т2) nő, a rate 
konstans k2 csökken, ezért az amplitúdó is csökken és beleolvad a zajba. 

A 2c. részben mondottuk, hogy a BR molekula tekinthető az élővilág 
legegyszerűbb protonpumpájának. További munkával , a jelen mérésben hasz-
nált újszerű kísérleti módszerek továbbfejlesztésével elérhető, hogy P E R S 
jeleket mérhessünk tilakoid és mitokondrium membránok esetében is. 

A PERS az eddigi vizsgálatok alapján a fehérje működésének jelzője 
amelynek a megfigyeléséből értékes információkat nyerhetünk a belső törté-
nésekről. A P E R S jel esetleges élettani jelentőségéről további vizsgálatok 
alapján lehet meggyőződni. Ezt a kérdést H O N G is tárgyalja az ERP-jellel kap-
csolatban [18]. 

A neuronális membránokon a Na és К csatorna nyílásával korreláltan 
űn. kapu áramot (gating current) figyeltek meg [14], amelyet ügy értelmeznek, 
hogy dipólok mozdulnak el, és ezek kapacitív áramot keltenek. N a g y valószínű-
séggel állíthatjuk, hogy a gating current is a P E R S egyik megnyilvánulása. 

Ezt úgy értelmezhetjük, h o g y a gerjesztő áram a membránon nagy elek-
tromos teret hoz létre, amely a 4. részben leírt módon a fehérjék elektromos 
dipóllal rendelkező részeit, vagy az egész fehérjét mozgásra kényszeríti. Ennek 
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következtében csatornák nyílhatnak, zárulhatnak stb. A töltött részek moz-
gása P E R S típusú jelet indukál. 

A dolgozatban leírtunk egy újszerű kísérleti módszert. Ez abban áll, 
hogy membrán darabokat elektromos térrel bizonyos időre orientáltunk és az 
orientált mintákon végezünk további kísérleteket. A módszer fontos jellem-
zője az, hogy a membránok minden további kezelés (liposzóma építés, modell 
membránhoz való ragasztás stb.) nélkül állanak a kísérletező rendelkezésére. 
Kiegészítő mérésekkel meg lehet győződni a membránok mennyiségéről, méret-
elosztásáról (pl. fényszórással) orientáltsági fokáról. Várható tehát , hogy a 
különböző jellegű mérések kvantitat ívvá tehetők. Ű g y véljük, hogy a módszer 
jól alkalmazható membránhoz kötött fehérjék működésének és bizonyos esetek-
ben szerkezetének a tanulmányozására. 

9. Köszönetnyilvánítások 

A dolgozatban leírt munkák bizonyos fázisaiban közvetlenül részt vettek 
Ormos Pál és Dancsházy Zsolt; segítséget nyújtottak az elektronika terén Tóth 
Ferenc ( K F K I ) és Gárgyán József, a számításokban Fajszi Csaba és Pósfai 
János. Valamennyiüknek köszönetet mondok. A munkákat részben támogatta 
az Országos Műszaki Fejlesztési Bizottság. 
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SZERKEZETI ÁTALAKULÁSOK 
LIPIDMEMBRÁNOKBAN 

G Y Ö R G Y I S Á N D O R 

S e m m e l w e i s O r v o s t u d o m á n y i E g y e t e m B i o f i z i k a i In téze t e , B u d a p e s t 

A biológiai membránok működésében, a transzportfolyamatok szabályo-
zásában meghatározó szerepet játszó mechanizmusok közül ezúttal a lipid-
rétegben végbemenő szerkezeti változásokat emeljük ki és jelentőségüket, első-
sorban hazai eredmények ismertetésével szemléltetjük. A kérdés gyakorlati 
jelentőségét aláhúzza az a tény , hogy olyan tulajdonságok, mint a membrán-
transzport, a gyógyszerhatás, az ingerület terjedése, vagy éppen a hidegtűrés 
befolyásolható a membrán-lipidek strukturális állapotával. 

1. A „f lu id mozaik" szerkezetű membránból most tehát a folyadék-
kristály tulajdonságot mutató, dinamikus szerkezetű lipidrétegre szűkítjük 
tárgyalásunkat. Ennek legtöbb tulajdonsága jól tanulmányozható az ún. 
modellmembránok segítségével és — ami ugyancsak fontos — a kapott ered-
mények nemcsak elvileg, de sok vonatkozásban gyakorlati szempontból is 
érdekesek. 

Ha sejtmembránokból k ivont lipideket vízzel, elektrolittal hozzuk össze, 
akkor a lipid/víz aránytól, ill. a kezelés módjától függően különböző elrende-
ződések jöhetnek létre (NAGLE és SCOTT, 1978) (1. 1. ábra). Az amfipatikus 
karakterű, poláris fejcsoportot és apoláris szénhidrogén láncot tartalmazó fosz-
folipid molekulák alkothatnak ún. multilamelláris rendszert ( l a . ábra), egyszeres, 
v a g y többszörös kettősréteggel körülvett vezikulákat (ún. liposzómákat ( lb . ) ) , 
amelyek különösen transzport vizsgálatra előnyösen használhatók. Előállít-
hatók sík bimolekuláris rétegek is kb. 1—2 min átmérőjű nyí láson (le.). Külön 
t ípust jelent a monomolekuláris fi lm (l.d.), amely mint fél kettősréteg, ugyan-
csak alkalmas e g y sor membrán-tulajdonság vizsgálatára. 

1.1 A lipid — víz rendszerek szerkezete — fázisállapota — adott körül-
mények (hőmérséklet, koncentráció, pH stb.) között is függ a lipidmolekulák 
típusától, és adalékanyagokkal megváltoztatható. A 2 . ábra N A G L E ( 1 9 7 6 ) , ill. 
M C I N T O S C H ( 1 9 8 0 ) alapján azt szemlélteti, hogy mivel foszfatidilkolin ( P C ) 

esetén (ez a membránok egyik fő és ezért legtöbbet vizsgált, foszfolipid kom-
ponense) a fejcsoport térigénye nagyobb, mint a szénhidrogén láncok kereszt-
metszete (a), a láncok közötti van der Waals erők érvényesülése szempont-
jából energetikailag kedvezőbb, ha a láncok megdőlnek (b). Foszfatidiletanol-
amin (PE) esetén a kisebb fejcsoport átmérő miatt erre a dőlésre nincs szükség 
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(с). Az ábra egyúttal azt is szemléleti (d. és е.), hogy a membrán apoláris 
fázisába bevitt apoláris (Map), vagy a fejcsoportokkal kölcsönható poláris (Mp) 
módosító anyagok hatásúra, megváltozhat a fázisállapot. Mindkét típusú kölcsön-
hatás felléphet a membránműködést befolyásoló anyagok hatásának kiala-

d. 

1. ábra. Példák a lipid-víz rendszerekre: a) inultilamelláris rendszer, b) vezikula, c) sík bi-
molekuláris membrán (BLM), d) monoinolekuláris réteg (NAGLE és SCOTT 1978) 

PC 

c. d. e. 

2. ábra. Módosítatlan és módosított lipidrétegek szerkezetének vázlata: PC: foszfatidilkolin, 
PE: foszfatidil-etanolamin, Ma p (apoláris), MP (poláris) módosítóanyagok elhelyezkedése és 

hatása a membrán szerkezetére (MCINTOSH 1980) 

kulása során. A lipid kettősréteg ezen intermolekuláris rendjének megzavarása 
a membránfunkció jelentős megváltozását vonja maga után. 

1.2 A szerkezeti változások másik, funkcionális szempontból hasonlóan 
fontos típusát jelentik az ún. intramolekuláris konformációváltozások, a transz-
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gauche átmenetek. A fázisátalakulási hőmérséklet a latt a szénhidrogén láncok 
kinyújtott állapotban ún. all transz konfigurációban találhatók (3.a. ábra). 
Energiafelvétellel egy v a g y több kötés J=120°-os elfordulással gauche állapotba 
kerülhet (ehhez ~ 2 kJ/mól energia szükséges) és a láncban egy, v a g y több 
törés jön létre (3.b. ábra). Egy gauche állapot, különösen a fejhez közelebb, 
nagyon megnövelné a molekula helyigényét, ezért a 2. ill. 4 gauche-t tartal-

3. ábra. F o s z f o l i p i d e k a p o l á r i s s z é n h i d r o g é n l á n c a i n a k két l e h e t s é g e s k o n f o r m á c i ó s á l lapota : 
a ) n y ú j t o t t (all t r a n s z ) , b) m e g t ö r t ( g a u c h e ) 

inazó ün. 2g, ill. 4g állapot a valószínűbb, ami két , ill. három oldalról zárt 
hibahelyet (kinket) eredményezhet. Könnyen belátható, hogy a gauche szám, 
azaz a kink koncentráció növekedésével a membrán átjárhatósága is megnő, 
s a permeabilitás növekedés számos transzportfolyamat sebességének megemel-
kedését vonja maga után . 

2. Az inter- v a g y intramolekuláris szerkezetváltozások kvantitatív leírása 
és ennek révén a funkcióban létrejött módosulások értelmezése különösen 
összetett, többkomponensű rendszereknél meglehetősen bonyolult fe ladat , egy-
komponensű modellrendszerek esetén azonban könnyebben megoldható. Egy 
ilyen statisztikus mechanikai modellt dolgozott ki intézetünkben S U G Á R — a 
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nematikus folyadékkristályok elméletéből ki indulva — a foszfolipid kettős-
rétegben külső elektromos tér, ill. hőmérsékletváltozás hatására lejátszódó 
szerkezeti átalakulások molekuláris szintű értelmezésére ( S U G Á R 1979, S U G Á R , 

G Y Ö R G Y I 1980). A modellben a membrán energiáját leíró Hamilton-függvény 
felírása során az irodalomban ta lá lható modellekben szereplő tagok (fejcsopor-
tok és szénhidrogén láncok között i vonzó és taszító kölcsönhatási energia, 
valamint az intramolekuláris konformációs energia — a gauche állapotok 
energiája —) mel let t az intramolekuláris deformációt (rugalmassági energiát), 

2 A 6 8 10 12 14 16 

je lz i 

ill. az elektrosztatikus tér—membrán kölcsönhatást is figyelembe vette. Ennek 
alapján kimutatta, hogy a külső elektromos tér elektromechanikai nyomása 
révén kiválthatja a membrán struktúra megváltozását, a membrán permea-
bil itás elektromos tér hatására bekövetkező megnövekedését. 

A modell alapján kiszámítható volt a transz-gauche átmenetek száma 
különböző hőmérsékleteken és eredményül a kísérleti adatokkal (YELLIN és 
L E V I N 1 9 7 7 ) megegyező értékeket kaptunk. Meghatároztuk a gauche képződés 
valószínűségét a láncok különböző mélységeiben (4. ábra). Az eredmények 
szerint pl. A dipalmitoil-foszfatidilkolin ( D P P C ) fázisátalakulási hőmérséklete 
alatt főleg all transz állapotok találhatók, legfeljebb a lánc v é g é n jöhet létre 
egy-egy gauche állapot, a fázisátalakulási hőmérséklet közelében ( 3 5 — 4 0 ° C -

on) átlagosan 1 gauche/lánc, fe let te 4 — 5 gauche/lánc érték adódik. 
Az elméleti meggondolások és számítások alapján a lipidmembránok 

hőmérséklet indukálta fázisátalakulására az eddigiektől eltérő értelmezést 
adtunk, amit az jellemez, hogy fázisátalakuláskor az intramolekuláris és inter-

Л1ТА Biol. Oszl. Közi. 23 (1980) 



SZERKEZETI ÁTALAKULÁSOK LIPIDMEMBRÁNOKBAN 3 8 3 

molekuláris rend együttes csökkenése jön létre és az ilyenkor tapasztalt perme-
abilitás növekedésnek kb. 50%-a kinkképződésre vezethető vissza, míg a 
második 50% az intersticiálisan átjutott molekulákból, ionokból adódik. 

3. A módosítatlan, vagy különböző anyagokkal módosított lipidmembrá-
nok szerkezeti átalakulásának kvant i tat ív jellemzésére legtöbbször az átala-
kulási hőmérsékletet és entalpiát használják. Míg ez utóbbi mérésére a mikro-

5. ábra. D P P C - v í z r e n d s z e r e lő - és f ő - f á z i s á t a l a k u l á s á t j e lző d i f f e r e n c i á l s zken ing k a l o r i m e t r i á s 
( fe l ső g ö r b e ) , ill. t e r m o - d e p o l a r i z á c i ó s ana l í z i s s e l k a p o t t g ö r b e . A l u l : a k ü l ö n b ö z ő h ő m é r s é k l e t i 

i n t e r v a l l u m o k h o z t a r t o z ó szerkeze tek v á z l a t a 

kalorimetriás módszerek használhatók, az átalakulási hőmérséklet meghatározá-
sára minden olyan eljárás alkalmazható, amelynek segítségével az intra- vagy 
intermolekuláris rendben beálló változás detektálható (optikai, mágneses rezo-
nancia spektroszkópia, diffrakciós módszerek). 

3.1. Az 5. ábra felső részén a dipalmitoil-foszfatidilkolin (DPPC) immár 
klasszikusnak számító differenciál szkening kalorimetriás (DSC) görbéje lát-
ható, amelyen a nagyobb maximum a fő (v. Chapman-féle) fázisátalakulást 
mutatja, az előtte l evő kisebb max imum pedig egy kb. 36 °C-nál kezdődő 
fázisátalakulást jelez. Ez utóbbi az ún. pretransition vagy elő-fázisátalakulás. 
Az ábra alján levő sematikus rajzok szemléltetik az egyes fázisállapotokhoz 
tartozó szerkezeteket. 
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Az ábra közepén ugyanezen DPPC/víz rendszer termodepolarizációs 
analízissel (TDA) fe lvett fázisátalakulási görbéje látható. Az eddig csak termo-
trop rendszereknél használt módszert — a lipidrétegek folyadékkristályos 
tulajdonságára, a liotrop és termotróp rendszerek hasonlóságára alapozva 
S Z A B Ó N (KFKI) alkalmazta először foszfolipid modellrendszereink vizsgálatára 
( S Z A B Ó N 1979). Lényege, hogy szerkezetváltozás hatására ugrásszerűen meg-
változik a mintán átjutott depolarizált fény intenzitása. Lényeges előnye a 
T D A módszernek, hogy a költségesebb DSC-vel is nehezen mérhető elő-fázis-
átalakulás szelektíven követhető vele . Mindkét módszert használjuk a vizsgált 

h ő m é r s é k l e t CC ) h ő m é r s é k l e t CC ) 

6. ábra. A z E S R t r a n s z (S®3) r e n d p a r a m é t e r és a rotác iós d i f f ú z i ó s s ebes ségge l a r á n y o s j e l l e m z ő 
( a / b ) h ő m é r s é k l e t f ü g g é s e m ó d o s í t a t l a n ( o ) , ill . h e x a d e k a n o l l a l m ó d o s í t o t t ( . ) D P P C m e m b r á n 

esetén (HORVÁTH és m t s a i 1 9 8 0 ) 

rendszereink termodinamikai paramétereinek meghatározására, a membrán-
működést módosító anyagok hatásának jellemzésére. 

3.2. A lipidmembránokban végbemenő szerkezeti átalakulások vizsgálati 
lehetőségeit két további példával illusztráljuk. H O R V Á T H (SZBK Biofizikai 
Intézete) módosítatlan és módosított DPPC membránok ESR vizsgálata során 
kimutatta (1. 6. ábra), hogy mind az intramolekuláris rendet jellemző S33 
(transz) rendparaméter, mind pedig a rotációs diffúziós sebességgel arányos 
a/b adat érzékenyen változik a D P P C fázisátalakulásakor 42 °C-on). vala-
mint, hogy az apoláris karakterű hexadekanol (0,5 mól %) eltolja (megnöveli) 
a fázisátalakulási hőmérsékletet, miközben mindkét rendparaméter hőmérsék-
letfüggése változik (HORVÁTH és mtsai 1980). A zsírsavláncok közé beillesz-
kedő alkoholmolekulák növelik a van der Waals kölcsönhatást, árnyékolják 
a fej csoportok taszító hatását (1. 2. ábra), s így növelik Tm értékét. 

3.3. Hasonlóan érzékeny módszer a fázisátalakulások követésére a lézer-
Raman spektroszkópia. A spektrális adatok alapján számolt, az intra- és inter-
molekuláris strukturális állapotot jellemző transz (SY) és laterális (SL) rend-
paraméterek hőmérsékletfüggését mérve a fázisátalakulás, ill. módosító anya-
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gok h a t á s a k i m u t a t h a t ó . A 7. á b r á n LOSCHILOVA ( S Z B K Biofizikai Intézet) 
e r edménye i l á tha tók , ak i K A R V A L Y Bélával együt t k i m u t a t t a , h o g y többek 
közöt t , a C a + + j e l en tősen módos í t j a a DPPC/víz rendszerek e se t ében mért 
R a m a n t r a n s z r e n d p a r a m é t e r t (SJ) és kisebb m é r t é k b e n ugyan , de a laterá-
list ( S L ) is (LOSCHILOVA és K A R V A L Y 1978, LOSCHILOVA 1980) . J ó l l á tha tó , 
hogy n a g y o b b C a + + koncen t rác ióná l ( X : 100 mM, Í M , 10 mM) nő az 
á t a l aku lá s i hőmérsékle t , u g y a n a k k o r e l tűnik az e lő-fáz isá ta lakulás . A Ca + + 

s tabi l izáló ha tásáva l kapcso la tban is a 2. ábrára h i v a t k o z u n k . 

7. ábra. Ca+ + hatása D P P C - v í z rendszer R a m a n transz (S j ) és laterál is (SL) rendparaméterére a 
fáz isáta lakulás i hőmérséklet környezetében ( O : kontroll, Д: 1 inM, + : 10 mM, X: 100 raM, 

• : 1 M Ca + + koncentrác ió esetén) (LOSCHILOVA 1980) 

3.4. A l ip idmembránokban ada l ékanyagokk a l k i v á l t o t t szerkezeti átalaku-
lás és az ennek e redményeképpen a membránműködésben ( t r anszpo r tban ) létre-
jövő változás közötti kapcso la to t jól szemlél te t ik azok az e redmények , amelye-
ket i n t éze tünkben Szőgyi Mária, S z a b ó n Jánossal és Cserhát i T ibor ra l együt t -
m ű k ö d é s b e n kapot t . Kísér le te ikben e g y nemionos fe lü le tak t ív anyag , a nonil-
feni l -e t i lénoxid kü lönböző nagyságú hidrof i l részt, de azonos h id ro fób láncot 
t a r t a l m a z ó szá rmazéka inak ha tásá t v izsgál ták D P P C liposzóma fáz i sá ta laku-
lási pa raméte re i re és 4 2 K permeab i l i t á sá ra . Megál lap í to t ták , hogy a gyógyszer-
fo rmu lá l á sban is ha szná l t , a m f i p a t i k u s karak te rű vegyü le t h a t á s á r a csökken 
az á t a l aku lá s i entalpia és az á ta laku lás i hőmérséklet — azaz lazult a szerkezet . 
A permeahi l i tás i a d a t o k az I. t á b l á z a t b a n l á tha tók . A jobboldalon az egyik 
vegyü le tnek a kontrol lhoz képest m i n t e g y 8-szöros pcrmeabi l i t ás t e redményező 
ha tása (20 °C-on), míg a baloldalon a homológ sor kü lönböző s z á m ú poláris 
csopor to t t a r t a lmazó t ag j a inak (n = 4, 6, 9, 13, 30) permeabi l i tás növelő 
ha t á sa l á t h a t ó 42 °C-on, azaz a f áz i sá ta l aku lás hőmérsékle tén . A vá l tozás i t t 
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1 . táblázat 

D P P C l iposzóma 4 2 K kiáramlását j e l l e m z ő permeabi l i tás i 
á l l a n d ó k (p) k ü l ö n b ö z ő (n) számú e t i l é n o x i d csoportot 

t a r t a l m a z ó noni l - fen i l -e l i t énoxid v e g y ü l e t e k esetében 

42 °C 20 °C 

Pk = 5,2 • ю - 1 0 c m / s 0 ,5 2 0 - ю cm/s 
P n - 4 = 5 ,3 • i o - 1 0 c m / s 

cm/s 

P n - e = 9,0 • i o - 1 0 c m / s 4 ,1 j O - i o cm/s 
P n - 9 = 12,0 • i o - 1 0 cm/s 

cm/s 

Pn—13 = 8,2 • i o - 1 0 c m / s 
Pn—30 = 6,0 • ю - 1 » cm/s 

is szembetűnő, valamint az is, hogy a hatás nem lineáris függvénye a poláris 
csoportok számának, hanem a közepes értékeknél (n = 6, 9) a legnagyobb. 
Hasonló jellegű nonlinearitás tapasztalható a vegyületek lipofilitásában és 
biológiai hatékonyságában is, s mindez korrelációban van a DSC-vel mért 
termodinamikai paraméterek változásával. 

A módszer egyébként jól alkalmazható membránra ható vegyületek 
hatáserősségének kvantitatív jellemzésére és összehasonlítására — általában 
a szerkezet-hatás vizsgálatokban. Hasonló jellegű vizsgálatokkal mutatott ki 
intézetünkben S Z Ő G Y I , T A R J Á N és T A M Á S ( 1 9 8 0 ) szoros korrelációt négy külön-
böző antibiotikum baktericid hatása és membránokon kiváltott permeabilitás 
növelő hatás között . 

3.5. A lipidmembránban létrehozott szerkezetváltozások vizsgálatának 
és a kölcsönhatás értelmezésének az előzőekhez hasonlóan alkalmas modell-
rendszere a sík bimolekuláris lipidmembrán (BLM) is. A BLM elektromos 
paramétereiből (áram-feszültség karakterisztika, vezetőképesség) értékes kvali-
ta t ív és kvanti tat ív információk nyerhetők. A 8. ábrán — (intézetünkben 
B L A S K Ó mérései H O R V Á T H kezdeményezésére) egy új antibiotikum, a primycin 
hatását szemléltetjük foszfatidilszerinből készült BLM vezetőképességére külön-
böző alkáliionok jelenlétében (BLASKÓ és mtsai 1979). A görbék egyrészt 
szemléltetik a permeabilitást növelő hatás szelektív voltát, másrészt az idő-
függés jellegéből, valamint a parallel vörösvérsejteken is elvégzett egyéb vizs-
gálatok eredményeiből arra lehet következtetni, hogy az amfipatikus karak-
terű molekula először elektrosztatikus kölcsönhatás révén kötődik a BLM-hez 
és csak bizonyos idő után jut be a hidrofób részével a szénhidrogén láncok 
közé. Az ábrán látható vezetőképesség növekedést főleg ez utóbbi lépés okozza, 
de a fejcsoportokkal való kölcsönhatás is jelentős, amit az is bizonyít, hogy 
a permeabilitás növelésével egyidőben a primycin fokozza a membrán mecha-
nikai stabilitását (kb. hasonló mechanizmus szerint, mint a C a + + ) . 

3.6. Végül még egy gyakorlati jelentőségű példa. Szegedi kutatók össze-
függést találtak többek között egyes bűzafajok hidegtűrése és a növényi sejt-
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membrán l ip idré tegének t e rmodinamika i sa já tosságai közö t t , ill. a rizs hideg-
tűrőképessége és a gyökérse j t ek alkáliion t r a n s z p o r t j a közö t t (YIGH és m t s a i 
1 9 7 9 , E R D E I é s ZSOLDOS 1 9 7 7 ) . 

4. Az előzőekben röv id á t t ek in tés t a d t u n k a membrán-b iof iz ika i k u t a t á -
sok egyik fon tos terüle téről , amely szerte a világon, így h a z á n k b a n is, az u t ó b b i 
időben i n d u l t rohamos fe j lődésnek. A b e m u t a t o t t p é l d á k jelzik a k u t a t á s 

jelenlegi he lyze té t és a t o v á b b i v izsgála tok i rányá t , e g y ú t t a l azt is szemlél-
te t ik , hogy az á l ta lunk a lka lmazot t módszerek a lka lmasak egyrészt a l ipid-
m e m b r á n r a gyakorol t h a t á s és közvetve a biológiai ha t ékonyság k v a n t i t a t í v 
jellemzésére, másrészt a h a t á s m e c h a n i z m u s felderí tésére. Meg kell m o n d a n i 
azonban, hogy az i s m e r t e t e t t ku t a t á sok gyakor la t i je lentőségének fel ismerése 
mindezidáig elsősorban a membrán t r a n s z p o r t t a l foglalkozó ku ta tók részéről 
merült fel. K ívána tos v o l n a , ha ez a t ö rekvés a gyakor la t i szakemberek kife-
jeze t tebb igényével t a l á lkozna . 
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AZ IDEGSEJT ELEKTROMOS AKTIVITÁSA 

S A L Á N K I J Á N O S 

M T A Biológiai K u t a t ó i n t é z e t e , T i h a n y 

Az idegrendszert a lkotó funkcionális egységek legjellegzetesebb, és az 
aktuális működés szempontjából legfontosabb elemei az idegsejtek, melyek 
egymás közötti bonyolult kapcsolata hozza létre a neuronhálózatot. A szabá-
lyozás — egyszerű és kivételes esetektől eltekintve — nem egy-egy neuron, 
hanem e neuronrendszerek, hálózatok tulajdonsága, mégis az egyes sejt műkö-
dése és e működést meghatározó sajátosságok döntőek az egész idegi fo lyamat 
szempontjából. A korábbi felfogással szemben, mely valemannyi neuron műkö-
dési mechanizmusát nagyjából azonosnak vélte, az utóbbi két évtizedben vált 
nyilvánvalóvá, hogy még a morfológiailag azonosnak te t sző idegsejtek ingerü-
leti tulajdonságai között is alapvető különbségek lehetnek. Tisztázódott, hogy 
az idegi szabályozás nemcsak a neuroncsoportok rendezettségétől, a kapcso-
latok milyenségétől, a szummáció, serkentés és gátlás folyamatától, hanem az 
egyes elemek ennél specifikusabb tulajdonságaitól is függ, és általánossá vált 
az a felfogás, hogy az ingerületi mechanizmus jellegzetességeit meghatározó 
tulajdonságok a neuronok membránjához kötöttek. 

A neuronműködés biofizikai megközelítése abból indul ki, hogy az ideg-
sejt alapvető funkcionális szerepe annak elektromos aktivitásával, nevezetesen 
idegimpulzusok keltésével, felvételével és továbbításával kapcsolatos, követ-
kezésképpen az idegsejtek specifikumait az ingerületgenerálás intim folyama-
tainak tisztázásával lehet leírni. 

Az ingerületi folyamatokkal nem foglalkozó biológusok előtt is jól ismert 
a működési áram H O D G K I N és munkatársai által 30 évve l ezelőtt kidolgozott 
és azóta sokoldalúan alátámasztott ion-elmélete. Ennek lényege az, hogy az 
idegsejt elektromos aktivitása egyfelől az ingerlékeny sejten belüli és membrán-
ján kívüli ionkoncentráció különbségen, azaz elektrokémiai gradiensen, más-
részt a neuronmembrán időleges és helyreállítódó (regeneratív) permeabilitás-
változásán alapszik és n e m más, mint töltéssel rendelkező ionok időhöz kötöt t 
áramlása a sejtmembrán e célra szolgáló csatornáin keresztül. Az idegsejtbe 
vitt mikroelektródák lehetővé teszik a sejtmembrán két oldalán lejátszódó 
potenciálváltozások regisztrálását és e klasszikussá vált ábra (1. ábra) mutat ja 
a nyugalmi potenciál megszűnését, megfordulását, majd helyreállítódását, 
vagyis a működési áram lezajlását. Ez az az ingerületi jel , mely nem-csökkenő 
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módon végigfut az idegsejt nyúlványain és az idegi információ hordozójának 
szerepét tölti be . 

A membránfesziiltség rögzítésével, voltage-clamp technika alkalmazásá-
val , a membránon átfolyó ionáramok közvetlenül mérhetők és megállapítható 
vol t , hogy az összáram (2. ábra a) két komponensből tevődik össze, neveze-
tesen az ingerlés után majdnem azonnal induló, befelé irányuló, gyorsan inak-
tiválódó Na-áramból (2. ábra c) és egy némi késéssel induló, az ingerlés alatt 
nem inaktiválódó, kifelé irányuló K-áramból (2. ábra b). Ezek a mérések 
lehetővé te t ték a membrán számos fizikai paraméterének meghatározását is. 

1. ábra. I zo lá l t idegros tró l i n t r a c e l l u l á r i s e l e k t r ó d á v a l e l v e z e t e t t a k c i ó s po tenc iá l . O r d i n á t a : 
m V ; időjel : 500 H z . [2] 

A kutatásoknak a klasszikus objektumról, a Loligo óriás axonjáról más 
preparátumokra történt kiterjesztése az ingerületgenerálás alapvető elvét, az 
ion-teóriát igazolta. Ugyanakkor azonban a vizsgálatok azt is feltárták, hogy 
a különböző idegsejtek ugyanazon faj idegrendszerén belül is nagyban eltérnek 
egymástól, mind a potenciálgenerálásban résztvevő ionokat, mind a membrán 
kémiai összetétele és felépítése által meghatározott állandókat, mind a felületi 
receptor struktúrákat és az intracelluláris mechanizmusokat illetően. 

Az int imebb jelenségek megközelítésére és a potenciálképzés mechaniz-
musának tisztázására egyre bonyolultabb módszereket, v a g y ötletes megoldá-
sokat dolgoztak ki. így egyebek mellett általánossá vált raffinált elektromos 
és kémiai ingerlési módok alkalmazása, a kapott jelek gépi úton történő prog-
ramozott feldolgozása, továbbá működőképes neuronok izolálása membránjuk 
sajátosságainak tanulmányozására, valamint hegyezett elektródákkal viszony-
lag kicsiny, 15 — 30 /ml-es sejtek penetrálása, anyagok dozírozott intracellu-
láris bevitele, intracelluláris ionkoncentrációk, enzimaktivitás, fluoreszcencia 
és emisszió mérése. Mindez számos új részismeret feltárását eredményezte. 
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A különböző neuronokon leírt, gyakorta szűk érvényességi körű membrán 
biofizikai felismerések neurobiológiába való integrálódásának legnagyobb aka-
dálya jelenleg az, hogy gyakran nem tudjuk pontosan meghatározni az agy 
különböző területein elektrofiziológiailag vizsgált, különösen pedig az izolá-
lásra került sejt idegrendszeren belüli helyét , kapcsolatait, funkcióját. Az egy-
idejű elektrofiziológiai, morfológiai, neurokémiai és farmakológiai identifikálás 
iránti igény világszerte előtérben áll és az utóbbi években egyre több eredmény 
született is néhány jólismert sejttípuson és különböző gerinctelen állatok ilyen 

1 mA/tm2 

2. ábra. I o n á r a m o k analízise f e s z ü l t s é g r ö g z í t é s i ( v o l t a g e c lamp) t e c h n i k á v a l . I n g e r k é n t 5 0 m V - o s 
d e p o l a r i z á c i ó t a l k a l m a z t a k , a — t e n g e r v í z b e n t a r t o t t izolált i d e g r o s t i o n á r a m a ( I N a -f- 1ц); 
b — i o n á r a m N a - h i á n y o s k ö z e g b e n (1ц) ; c ; — a z a és b k ü l ö n b s é g e , a m i a N a - á r a m n a k (1ц а ) 

fe le l m e g . I d ő : m s e c . [3 ] 

vizsgálatra különösen alkalmas óriássejtjein. Saját kutatásaink az utóbbiak 
körébe tartoznak és a most említésre kerülő, Vadász Istvánnal és Vehovszky 
Ágnessel kapott adataink a Helix pomatia (éti csiga) központi idegrendszeré-
ben identif ikált RPal elnevezésű neuronra vonatkoznak. Ez morfológiailag és 
fiziológiailag pontosan azonosított neuroszekretoros sejt, melynek lokalizá-
ciója és axonális lefutása is ismert (3. ábra). 

A neuronok elektromos aktivitásának generálásában az esetek többségé-
ben a Loligo-axonhoz hasonlóan a N a + sejtbe való belépése játssza a döntő 
szerepet. Az elmúlt évtized kutatásai azonban sok példát szolgáltattak arra, 
hogy az akciós potenciál felszálló szárának kialakításához a Ca 2 + is hozzá-
járul, ill. vannak sejtek, amelyeken a működési áram kizárólag Ca-belépés 
eredménye. Az előbb említett , általunk vizsgált óriás neuron is kevert ion-
áramú, úgy azonban, hogy azon a Na-megvonás teljesen blokkolja a potenciál-
képzést, míg a Ca-megvonás a spontán képződő akciós potenciálok kb. 20%-os 
amplitúdó csökkenéséhez vezet. Ezt a mechanizmust K O S T Y U K és munkatár-
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sai számos nem identifikált, de izolált csiga neuronen részletesen is tanul-
mányozták és specifikus csatornagátlók alkalmazásával is bizonyították. 

A Na és Ca-áram ugyanazon neuronon való együttes jelenléte nem jelenti 
azt, hogy ugyanazon feszültségtartományban és idfílefutással zajlanak le. 
Bizonyítást nyert, hogy az ingerületi folyamat valamely diszkrét szakaszán az 
egyik, másik szakaszán a másik dominál, vagyis a Na és Ca-áram feszültség-

3. ábra. Helix pomatia L. b i m o d á l i s p a c e m a k e r ( R P a l ) s e j t j é n e k l o k a l i z á c i ó j a a jobb par i e tá l i s 
g a n g l i o n b a n . a — f l u o r e s c e n s f e s t é k intracel luláris b e v i t e l e u t á n i m e t s z e t ; b — CoCl2 i n t r a -

cel luláris b e v i t e l e u táni á t n é z e t i kép . [11 ] 

függése nem azonos. Ilymódoxi az ingerület kialakulását két független kompo-
nens határozza meg, ami részben dinamikusabb folyamatot tesz lehetővé, 
részben pedig, minthogy a Ca-áram a Na-énál később indul és lassabban inak-
tiválódik, szelektíven biztosítja a membránpolaritástól függő potenciálforma 
létrejövetelét. A feszültség-áram görbén (4. ábra) jól látható ez a Ca-függő, 
Ca-hiányában erősen lecsökkenő, úgynevezett negatív ellenállású szakasz, 
mely a 10—35 mV-os nyugalmi potenciál tartományba esik. Ezen a szakaszon 
a membránpotenciál csökkenésével nem nő, hanem csökken a membrán vezető-
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képessége, ami az akcióspotenciál kialakulásának feltételeit rontja. A Ca-áram 
létét, nevezetesen a Ca sejtbe va ló belépését S T I N N A K R E és T A U C közvetlenül is 
kimutatták. Na-mentes közegben is működő neuronba fotoproteint (aequorin) 
vittek, ami a szabad Ca-szint emelkedésekor f ényt emittál, s azt találták, hogy 
az akciós potenciálok alatt szabad Ca-szint növekedés jön létre a sejtben (5. 
ábra). Na-mal működő neuron esetén ez a jelenség nem volt megfigyelhető. A 

v i s s z a t é r é s u t á n Д - Л - Д . [4 ] 

5. ábra. Ca-be lépés k ö z v e t l e n k i m u t a t á s a A p l y s i a N a - h i á n y b a n is m ű k ö d ő neuronján. F e n t 
a k c i ó s po tenc iá l s o r o z a t ; l e n t — a z in trace l lu lár i san b e v i t t aequorin f é n y e m i s s z i ó j a , a m i a z 

a k c i ó s p o t e n c i á l o k k a l e g y b e e s ő in trace l lu lár i s s z a b a d Ca-sz in t m e g n ö v e k e d é s é t jelzi . [ 4 ] 

Ca-áram jelenlétét és fontosságát leírták egyes transzmitterek, főleg szeroto-
nin hatásának megvalósulásában is: egyes óriás neuronokon a Ca-tartalmú 
oldatban észlelt serkentő hatás n e m alakult ki Ca-hiányban. 

Helix korábban bemutatott bimodális pacemaker neuronján mi azt 
tapasztaltuk, hogy nemcsak az amplitúdó nagyságának meghatározásában 
van szerepe a Ca-nak, de a nyugalmi potenciálnak a bimodalitást meghatározó 
lassú hullámzásában is. Ca-mentes EDTA tartalmú közegben ugyanis teljesen 
eltűnnek az akciós potenciálsorok közötti hiperpolarizációs szakaszok, jóllehet, 
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az ezt valószínűleg létrehozó K-vezetőképesség csak mintegy 30%-kal csökken 
(6. ábra). Ugyanakkor a K-csatornát blokkoló TEA alkalmazásakor a lassú 
hullámzás megmarad, míg a kifelé irányuló K-áram majdnem teljesen eltűnik 
(7. ábra). Mindez azt mutatja , hogy a Ca jelenléte szükséges a lassú hullám-

taa2*free 

5 0 
mV 

sec 

c T Ctf'f ree+1 тм EDTA 
2 s e c 

r 5 0 
1 mV 

200msec 
1200 1 nA 

6. ábra. H e l i x R P a l n e u r o n j á n a k m ű k ö d é s e f i z i o l ó g i á s s ó o l d a t b a n ( a ) ; C a - m e n t e s o l d a t b a n (b); 
C a - m e n t e s , 1 mMol /1 E D T A t a r t a l m ú o l d a t b a n (c , 10 perc m ú l v a — d ) . A n e u r o n i o n á r a m a i 
k ü l ö n b ö z ő depo lar izác iós s z i n t e k n é l f i z io lóg iás s ó o l d a t b a n (e) és E D T A t a r t a l m ú o l d a t b a n (f) . 
A k i lépő ( o u t w a r d ) áram n a g y s á g a a f e s z ü l t s é g f ü g g v é n y é b e n (g) . р . c. — kezdet i ( c s ú c s ) áram, 

s . s. c. — á l l a n d ó s u l t áram. [ 1 5 ] 

záshoz, de a TEA-val blokkolható K-csatorna nem azonos azzal, ami a lassú 
hullámzás hiperpolarizációs fázisáért felelős. 

A membrán szelektív permeabilitását, az egyes ionok gradiens irányába 
történő áramlását az ionelmélet szerint szelektív ioncsatornák teszik lehetővé. 
Ezek a csatornák a membrán preformált, de csak időlegesen átjárható pórusai, 
melyek megnyílása, v a g y záródása a membrán molekuláris szerkezetében vég-
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i ü l J J L J U j l 
1 5 0 

. I mV 

m i x 

)LMH TEA- CF6 0 

, 5 0 
J-mV 

200 msec 
5- T2 0 0 
R Ч А 

7. ábra. T e t r a e t i l a m m ó n i u m h a t á s a H e l i x R P a l n e u r o n j á n a k m ű k ö d é s é r e ( a ) ( f o l y a m a t o s 
reg i sz trá lás ) . A n e u r o n i o n á r a m a i k ü l ö n b ö z ő d e p o l a r i z á c i ó s s z i n t e k n é l f i z io lóg iás o l d a t b a n (b) és 
1 m M o l / 1 T E A j e l e n l é t é b e n (c). A n e u r o n f e s z ü l t s é g - á r a m k a r a k t e r i s z t i k á j a (d) , р . c . — kezdet i 

( c s ú c s ) á r a m , s. s. c. — á l l a n d ó s u l t á r a m , 1. c. — kicsurgás i ( l eak) á r a m . [ 1 5 ] 

szelektív 
szűrő 

nyugalom aktiválódás inaktiválódás 

8. ábra. S z e l e k t í v i o n c s a t o r n a m ű k ö d é s i m o d e l l j e 

bemenő konformáció változások eredménye. H O D G K I N és H U X L E Y elképzelése 
szerint a csatorna (8. ábra) akkor lép működésbe (aktiválódik), ha o lyan töltés 
átrendeződés következ ik be, ami az , ,m" részecskéket eltávolítja a csatornából, 
és ezzel a szelekt ív szűrő által meghatározott tulajdonságú, ill. mére tű ionok 
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áramlására az út szabaddá válik, s az ionáramlás akkor szűnik meg, amikor 
a , ,h" részecskék zárják a csatornát, — ez az inaktiválódás. Az , ,m" és ,,h" 
kapuelemek töltéssel rendelkeznek, ezért mozgásuk kapuáram (gating current) 
formájában mérhető. A legutóbbi években sikerült mérni ezeket az igen gyors 
és kicsi kapuáramokat, mind a Na-, Ca- és K-csatornára vonatkozólag. A Na-
csatorna kapuárama pl. Loligo-axonon 300-szor kisebb, mint az akciós poten-
ciál felszálló szárát létrehozó Na-áram, azzal ellentétes irányú és kialakulása 
megelőzi a Na-áramot (9. ábra). A kísérletek igazolták a kapuáram membrán-

- 70 . 

170 

- 7 0 . 

•70 

0.Л ms 

9. ábra. A N a - c s a t o r n a k a p u árama ( f e n t ) é s az e g y i d e j ű l e g regisztrá l t N a - á r a m ( lent ) . [1 ] 

polaritástól való függését is, ami a korábbi elméleti meggondolások helyességét 
támasztotta alá. 

A kapuáramok kimutatása az ioncsatornák működésbe lépését és inak-
tiválódását magyarázza, mi indítja Ire azonban a kapuelemek elmozdulását? 
Erre a kérdésre eltérő válasz adható aszerint, hogy szinaptikusan, illetve elekt-
romosan vezérelt, v a g y pacemaker sejtről van-e szó. Előbbi esetben a transz-
mitter-receptor kötődés , illetve a neuront ért elektromos impulzus eredményez 
olyan töltéseloszlás változást a membránban, ami a csatorna nyílást kiváltja, 
éspedig kémiai struktúrájától és a receptor sajátosságaitól függően minden 
transzmitter meghatározott csatornákat aktivál. Ugyanazon transzmitter több 
csatornát is aktiválhat , de az aktiválás membránpolaritástól való függése, 
valamint az aktiválódás — inaktiválódás időviszonyai nagymértékben eltérőek 
lehetnek. Ha ehhez még hozzávesszük azt, hogy egyetlen neuron a szómán, 
axondombon, axonon és a szinaptikus kapcsolóhelyeken eltérő transzmitter-
kötő struktúrákkal (receptorokkal) rendelkezhet, nyilvánvaló, hogy maga a 
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neuron is sok bemenettel rendelkező integrációs elem és elektromos aktivitásá-
nak kialakulása bonyolult kölcsönhatások függvénye. Az ioncsatornák és 
e kölcsönhatások sajátosságainak tisztázása magában rejti olyan farmakológiai 
lehetőségek feltárását is, amelyek kiaknázása a jövő feladata, amire azonban 
most nincs idő kitérni. 

A már említett identifikált pacemaker neuronunkon kiváltható szinap-
tikus potenciálok sajátosságait hozom fel példának a fentebb elmondottak 
demonstrálására. A palliális idegek ingerlésével két, illetve három komponenséi 

OmM 

Cl" 

OmM 

K* 

W 1 

10. ábra. A j o b b pal l iá l i s i d e g inger l é séve l k i v á l t o t t s z i n a p t i k u s p o t e n c i á l o k a H e l i x R P a l 
n e u r o n j á n és azok m e g v á l t o z á s a k ü l ö n b ö z ő ö s s z e t é t e l ű o l d a t o k b a n , a — k o n t r o l l , b — Mg-

f e l e s l e g , Ca-h iány , C l - h i á n y , ill. K - h i á n y ha tása 

szinaptikus potenciál váltható ki a neuronon, egy gyors serkentő, azt követő 
gyors gátló és egy lassú gátló P S P (10. ábra). Mg-hiány, ami a szinaptikus 
struktúrákat általában szétkapcsolja, nem károsítja a lassú gátló komponenst, 
Ca-hiányában a gyors komponensek maradnak meg, illetve felerősödnek, Cl-
hiányában minden komponens eltűnik, K-hiányban pedig a gát ló potenciál 
megnő. A membránpolaritás változtatása során kiderült (11. ábra), hogy a 
gyors komponensek a nyugalmi potenciál növelésekor megfordulnak, a lassú 
komponens azonban legfeljebb eltűnik, meg nem fordul. A kivál tott szinap-
tikus potenciálok nagyságát és irányát a feszültség függvényében ábrázolva is 
kitűnik, hogy a gyors komponensek polaritásfüggése lineáris és megfordulási 
pontja —58 mV-nek adódik. A lassú komponens polaritásérzékenysége ettől 
eltér és csak 70 — 80 mV-nál kisebb nyugalmi potenciáltartományban van jelen. 
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Mindez egyértelműen bizonyítja a sejten kiváltott 3-féle PSP eltérő feszültség-
függését és különböző ionmechanizmusát, ami eltérő transzmitter-receptor 
kölcsönhatást is jelent. 

A spontán akciós potenciált generáló, ün. pacemaker neuronok esetében 
az ioncsatorna többnyire ritmikus aktiválódását nem lehet a neuronon kívüli 
komponensekkel magyarázni. Legkézenfekvőbbnek a szívizomsejtekre leírt 
mechanizmus tűnik, miszerint a membrán nagy nyugalmi Na-permeabilitása 
hozza létre azt a lassú depolarizációt, ami kritikus szintet elérve aktiválja a Na-, 
majd a Ca-csatornát, és ez a K-csatorna működésbe léptetésével, a repolari-

RP 

29 

41 

52 

59 

54 

11. ábra. A n y u g a l m i p o t e n c i á l ( R P ) c s ö k k e n t é s é n e k , ill. n ö v e l é s é n e k ha tása az ideg inger lés se l 
k i v á l t o t t s z i n a p t i k u s v á l a s z n a g y s á g á r a és i r á n y á r a H e l i x R P a l n e u r o n j á n (a); a s z i n a p t i k u s 
p o t e n c i á l g y o r s ( f ) és l a s s ú ( s ) k o m p o n e n s é n e k a m p l i t ú d ó j a a po lar i tás f ü g g v é n y é b e n (b) 

zációval befejezi az akciós potenciál teljes ciklusát. E folyamatokhoz egyes 
esetekben kiegészítőként társul az elektrogén Na-pumpa is. Ez a mechanizmus 
azonban nem érvényes például a bimodális pacemaker sejtek lassű hullám-
zására. Itt az akciós potenciál alatt belépő Ca-nak tulajdonítanak jelentőséget, 
s úgy vélik, hogy a potenciálsor alatt megnövekvő intracelluláris Ca-koncent-
ráció növeli meg a K-vezetést , ami a hiperpolarizációs hullámot eredményezi. 
Korábban már demonstrált kísérleteink (7. ábra) azonban egyértelműen igazol-
ták, hogy a lassű hullámzás fennmaradhat akciós potenciálok hiányában is, a 
Ca-belépés tehát nem lehet indítója a membrán K-permeabilitása megválto-
zásának. Ezért mi ügy véljük, hogy a bimodális pacemakerek membránpoten-
ciáljának lassú hullámzása, amire a sorozat aktivitás a konvencionális elvek 
alapján ráépül, nem megelőző „inward" folyamatok, hanem a sejten belüli 
oszcillációs, metabolikus folyamatok eredménye. 

Ezt támasztja alá az, hogy 0,1 — 0,2 nl 100 mmol/l-es CdCl2 intracelluláris 
bevitelével a lassú hullámzás reverzibilisen felfüggeszthető anélkül, hogy az 
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akciós potenciálképzés kezdetben károsodna (12. ábra), néhány perc elteltével 
azonban paroxizmális potenciálképzés áll elő. Intracellulárisan bevitt 2 , 4 - D N P 
(13. ábra) ugyancsak kioltja a lassú hullámzást, de a nyugalmi potenciál és az 
akciós potenciálképzés mechanizmusa tartósan intakt marad. A ritkán meg-
jelenő sorozat aktivitást ez esetben egy oszcillációs depolarizálódó fázis előzi 
meg. 

12. ábra. Intracellulárisan bevitt CdCl2 hatása Helix RPa l neuronjának aktivitására [13] 

13. ábra. Intracellulárisan bevitt 2 , 4 - D N P hatása Hel ix RPal neuronjának aktivitására 

A vezetőképesség (g) változásai jól mutatják, hogy az intracellulá-
risan bevitt 2 , 4 - D N P és CdCl2 a kontrollhoz képest jelentősen csökkentik 
a belépő áramot, kevésbé befolyásolják a kilépő áram kezdeti értékét, az állan-
dósult értéket azonban különösen a Cd erősen redukálja (14. ábra). Ez azt 
mutatja , hogy az említett anyagok intracelluláris bevitele nemcsak a sejten 
belüli folyamatokat befolyásolja, hanem a membránpermeabilitást is, és 
e tekintetben figyelemreméltó a CdCl2-nak a K-csatornát gyorsan inaktiváló 
hatása. 

A kifelé irányuló áram időfüggésének vizsgálata (15. ábra) is azt mutatta, 
hogy eltérés van a 2 ,4 -DNP és a CdCl2 hatása közöt t . A kontroll és a 2 ,4 -DNP 
esetén az outward áram kinetikája egyetlen, lényegében ugyanazon időállandó 
értékkel jellemezhető. Ezzel szemben a CdCl2 intracelluláris bevitele utáni 
áramgörbék két exponenciálisan csökkenő komponenst tartalmaznak, melyek 
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14. ábra. 2 ,4 -DNP és CdCl2 hatása a membrán vezetőképességére a belépő (inward) áram (a), a 
kilépő (outward) áram kezdeti (b) és állandósult szakaszán (c), Helix pomatia L RPal. 

neuronján, intracelluláris bevitelkor 

100 500 1000 1500 

15. ábra. A kifelé irányuló áram kinetikája 2 , 4 - D N P és CdCl2 intracelluláris bevitele után, 
Helix RPal neuronján 

közül az első jelentősen eltér a kontrolitól. Ez az a szakasz, mely a kilépő áram 
gyors inaktiválódását jelzi, és a CdCl2 membránhatására utal. 

Feltételezésünk szerint, e pacemaker sejt membránpotenciáljának lassú 
oszcillációját intracelluláris metabolikus ciklus szabályozza, mely szoros kap-
csolatban lehet a sejt funkciójával, esetleg neuroszekréciós természetével. Ezt 
támasztja alá az, hogy más állatok neuroszekréciós sejtjein is kimutattak 
hasonló sorozat aktivitást. Nem lehetetlen, hogy a neuroszekrétum termelés, 
vagy felszabadulás mechanizmusával áll összefüggésben e sajátos aktivitási 
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mintázat, ennek taglalására azonban elegendő adat, a spekulációra pedig 
jelenleg idő nem áll rendelkezésre. Hipotézisünkben nem zárhatjuk ki azt a 
lehetőséget, melyet M E E C H , valamint H E Y E R és L u x leírtak, hogy az oszcil-
láció a membránon Ca-szabályozta K-permeabilitás változási folyamat. Az 
intracelluláris szabad Ca-szint változást azonban tőlük eltérően mi a sejten 
belüli reservekből, pl. mitokondriumokból való ritmikus felszabadulással és 
újrakötődéssel véljük magyarázni, s jelen vizsgálataink arra irányulnak, hogy 
ezt a lehetőséget bizonyítsuk, vagy ha nem, úgy kizárjuk. 

I lyen rövid idő alatt az idegsejt elektromos aktivitásáról, az ingerlékeny 
membránok biofizikájáról hozzávetőleges képet sem lehet adni, s az elmon-
dottak legfeljebb egy-két problémát vil lantottak fel. Azt azonban szerettem 
volna érzékeltetni, hogy az idegsejtek élettani működésének, az aktivitás-
generálás mechanizmusának megértése, és a szóbajöhető mechanizmusok 
ismert neuronhálózati elemekre bontott t isztázása hihetetlenül nehéz és bonyo-
lult feladat. El kell azt is ismerni, hogy a mai mikroelektróda technika, mely 
csak arra alkalmas, hogy a szórna szintjén megjelenő elektromos jelenségeket 
regisztrálja és mérje, csak részinformációt nyújthat a neuron teljes élettani 
működéséről és egyáltalán nem ad képet a neuron nem impulzusokkal meg-
valósuló szabályozó tevékenységéről. E kutatás megítélésem szerint jelentős 
fejlődés előtt áll világszerte. Ezért csak sajnálni lehet, hogy hazánkban, ahol 
a neuroliiológia más ágai, mint a neuromorfológia, hisztokémia, neurofarma-
kológia, viszonylag jelentősebb bázisokkal rendelkeznek, az elemi ingerületi 
és membránfolyamatok kutatása csak szűk térre korlátozott. Ennek az irány-
zatnak a fejlesztését azért is szorgalmazni kellene, mert o lyan kooperatív 
munka feltételei lennének megteremthetők, ami jelentős sikereket hozhatna 
a ma is nemzetközi hírű hazai neurobiológiának és egyben jelentősen meg-
növelhetné a hazai gyógyszerkutatás elméleti alapjait és módszertani eszköz-
tárát is. 
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TANULÁS AZ IDEGSEJT SZINTJÉN 

F E H É R O T T Ó 

J A T E Ö s s z e h a s o n l í t ó É le t tan i T a n s z é k e , Szeged 

Az idegrendszer a faj és az egyén specifikumát legmélyebben kifejező, 
legmagasabb szinten tartalmazó szerv. Nem véletlen, hogy a filogenezisben 
folytonosan növekvő jelentősége van s mind fontosabbá válik a faj és egyén 
fennmaradásáért, specifikus tulajdonságainak megőrzéséért felelős struktúrák 
között. Az idegrendszer működési kapacitásának növekedése, mely mind 
a filogenezisben, mind az ontogenezisben megfigyelhető, sok területen nyil-
vánul meg. A receptor funkció fejlődésével párhuzamosan a külső és belső 
környezetet egyre mélyebben és teljesebben tükrözi. Az egyszerű leképezésen 
túl, emberben ez a logikai mélység hallatlan fokozatait éri el. Ebből ered az 
idegrendszer által kidolgozott válaszreakciók bonyolultságának fokozódása, 
az adaptív működések tökéletesedése. Az idegrendszer saját működését regiszt-
ráló, ellenőrző, a tudat anyagi szubsztrátumaként szereplő magasabb struk-
túrák hierarchiája kiépül és az emberi idegrendszer legspecifikusabb vonásává 
válik. Az idegrendszer működési kapacitása összes előzőkben felsorolt aspek-
tusának megvalósulásában fontos szerepet játszik az emléknyomképzés funk-
ciója, a memória, mely a tanulás folyamata révén gazdagítja a rendszer műkö-
dését. Sok okát lehetne felsorolni annak, hogy e funkció miért vonzza a neuro-
biológusok figyelmét különös erővel. Tény, hogy az emléknyomképződés ma az 
egyik legintenzívebben tanulmányozott téma a neurobiológiában s ez jelentős 
részben abból adódik, hogy más szakmák kutatói: matematikusok, fizikusok, 
kémikusok, kibernetikusok egyre nagyobb számban csatlakoznak s próbálják 
ki ideáikat, tehetségüket ezen az izgalmas területen, az ember önmegismerésé-
nek e hallatlanul fontos állomásain. 

Mi a tanulás? Mielőtt erre vonatkozó saját meghatározásunkat kifej-
tenénk, le kell szögeznünk, hogy a tanulás az egész szervezet funkciója, melyet 
még az idegrendszerre sem lehet teljes mértékben leszűkíteni: abban a szer-
vezet minden részének megvan a saját részesedése, de nem tagadhatjuk az 
idegrendszer központi szerepét. A tanulás új magatartási formák, új, azelőtt 
nem létező idegi kapcsolási mechanizmusok létrejövetele a külső és belső környezet 
hatásai és a rendszer saját szintetizáló működése révén. 

Az emléknyomképződés, tanulás jelenségei emberen és állaton legtöbb-
ször nyilvánvalók és jól tanulmányozhatók. A neurobiológusok és pszicholó-
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gusok az analízis igen széles skáláját alkalmazzák több mint egy évszázada 
mechanizmusának, részleteinek megismerésére. A tudománytörténet ezen 
érdekes ágának csak vázlatos ismertetése is órákat venne igénybe, ezért itt 
csak néhány, a jelenlegi kutatást is elősegítő tanulságára fogok kitérni. 

A tanulás kutatásának egész történetén végighúzódik az az általános 
összefüggés, hogy az analízis módszerei, mélysége, eredményei mindig függtek 
az idegrendszerről rendelkezésre álló ismeretek egészének aktuális mennyisé-
gétől és színvonalától. A behavioristák és Pavlov munkássága idején az ideg-
rendszer makroszkópiája, fénymikroszkópos hisztológiája, legalapvetőbb pálya-
rendszerei voltak ismertek, de t isztázatlan volt a neuronok közötti kapcsolat 
természete, a neuron működésének lényege, nem volt módszer az idegi, külö-
nösen a komplex idegműködések vizsgálatára. Nem létezett az idegrendszer 
kémiája, fejlődéstana embrionális ál lapotban volt. Ebben a korszakban ját-
szódott le a minden tudomány történetében döntő átmenet a puszta meg-
figyelés stádiumából a kísérletes analízis korszakába. Ami ekkor a működő 
idegrendszerről objektív adatokat szolgáltatott, a magatartás volt , beleértve 
néhány megfigyelhető vegetatív funkciót . Ami az egyszerű megfigyelést a 
kísérletes analízis fokára emelte, az P a v l o v mais élő ideája volt: meghatározott 
magatartási válaszokat előidéző ingerek olyan időben kontiguus társítása, ami 
lehetővé teszi azok központi idegrendszeri hatásainak kölcsönhatásba lépését. 
Az ingerek újszerű társítása az ingerek és a magatartási elemek újszerű asszo-
ciációját eredményezte. Az állat tanul t , mert addigi válasz-repertoárja új 
szerzeménnyel egészült ki. Pavlov zsenialitása (s egyben a tudomány nagy 
szerencséje), hogy rögtön az első kísérleti megközelítésben rátapintott a tanu-
lási fo lyamat leglényegesebb mechanizmusára, az asszociáció folyamatára. Az 
idegrendszer legplasztikusabb struktúrájának, az agykéregnek tulajdonsága 
az, hogy képes az egyes alrendszerek időben egybeeső ingerületét olymódon 
összekapcsolni, hogy azok később egymás számlára kölcsönösen az inger forrá-
sául szolgálhatnak. Az tíj inger-válasz szekvenciák t ehá t mindig már meglevő 
ingerületi minták társulásából, asszociációjából, gyakran bonyolult kombiná-
cióiból adódnak. Aki fel akarja deríteni a tanulás hogyanját , annak az asszo-
ciatív működés rejtvényét kell megoldania. Az asszociatív jelleg nem kísérleti 
műtermék, nem egy kísérleti paradigma önkényes általánosítása, hanem a 
tanidási folyamat rendszer- és sejtszinten egyaránt manifesztálódó alapvető 
folyamata. 

Az idegrendszer működése során előálló elektromos feszültségingadozá-
sok regisztrálása, az elektroenkefalográfia, elektrokortikográfia és később az 
egyes sejtekről történő elvezetések új lendületet adtak a tanulás vizsgálatának. 
A fő kérdés továbbra is az maradt, h o g y a létrejövő új inger-válasz szekven-
ciák hol és milyen módon jönnek létre, az előbb felsorolt módszerekkel fel-
derített „normális" elektromos aktivitás hogyan változik meg tanulás köz-
ben, s a felismert változások hogyan kapcsolódnak egy-egy magatartási aktus-
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hoz. Az enkefalográf'ia és kortikográfiás vizsgálatok sok információt adtak 
az ingerületi és gátlási folyamatok dinamikájáról tanulás alatt az agykéregben 
és a kéregalatti struktúrákban. 

A kutatás e fázisából ki kell emelnünk Á D Á M professzor és munkatársai 
eredményeit (1). Ők lényegében a mienkhez hasonló társítási paradigma alkal-
mazásával bizonyították, hogy az agykéregben, thalamusban, középagyi for-
matio reticularisban feltételes kiváltott potenciálok építhetők ki, melyek ren-
delkeznek a magatartási szinten kiépíthető feltételes reflexválasz legtöbb 
tulajdonságával. Figyelemreméltó, s ez a későbbiekben igen fontosnak bizo-
nyul, hogy a feltételes válasz rögzülésének mechanizmusaként nem a rever-
berációs aktivitást, hanem a szinaptikus áttevődés módosulásait helyezik 
előtérbe. 

Az idézett és valamennyi más kísérlet által bizonyított labilitás, plasz-
ticitás t énye i mellett mint fő tapasztalat az emelhető ki, hogy minden új, 
ha még oly egyszerű kondicionált válasz kiépülése is, kiterjedt agyi területeket 
hoz működésbe. Az extracelluláris mikroelektród lényegében igazolta és pon-
tosította ezeket a megállapításokat. Arra nézve azonban, hogy hol és hogyan 
következnek be módosulások az idegrendszer bonyolult hálózatában, egyik 
módszer sem tudott választ adni; teljesítményük csupán arra terjedt ki, hogy 
a módosulás tényét nagyobb vagy kisebb sejtcsoportok aktivitásán bemutas-
sák. Az analízis módszereinek tovább kel lett mélyülnie ahhoz, hogy a kulcs-
kérdések megoldásának útjára léphessünk. Űj működési elveket kellett fel-
deríteni, melyek a tanulásért felelős bonyolult és plasztikus struktúrák specifi-
kumát képezik, de válaszra várt az is, hogy az ősibb idegi szerkezetekben érvé-
nyesülő működési elvek, a szummáció, a facilitáció, szomatotopia, az ingerület 
és gátlás strukturált viszonya, a reflex elv, a visszajelentés elve hogyan érvé-
nyesül e magasabb struktúrákban. 

Abból a gondolatból kiindulva, h o g y sohasem egyes sejtek, hanem 
mindig hálózat tanul, a tanulás teoretikusai régen foglalkoznak olyan háló-
zatok szerkesztésével melyek az őket érő impulzusok, ill. impulzuskombiná-
ciók nyomait megőrzik. Kézenfekvő, hogy egy olyan hálózat, amely nem ren-
delkezik elkülönített memóriával (mint pl. a számítógépek), csupán az elemei 
közötti viszony megváltoztatása révén képes ingertől függő „plasztikus" módosu-
lásokra. Idegrendszerben ez a szinaptikus hatásfok módosulását, az ingerület-
nek új pályákra terelődését jelenti. A szinaptikus módosulásoknak, mint azt 
B R I N D L E Y (7) (1. ábra) elméleti megfontolásai alapján elfogadhatjuk, tíz válto-
zata lehetséges. Ezek feloszthatók preszinaptikus, posztszinaptikus, homo- és 
hcteroszinaptikus, facilitálódó és gátlódó változatokra. Maga B R I N D L E Y , 

majd G A R D N E R — M E D W I N ( 1 0 ) és G R I F F I T H ( 1 1 ) meggyőzően bizonyítják azon-
ban, hogy de novo tanulás csak olyan hálózatokban lehetséges, melyekben leg-
alább egy heteroszinaptikus úton posztszinaptikusan facilitált vagy gátolt 
szinapszis van. Homoszinaptikus úton vagy preszinaptikus lokalizációval módo-
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suló szinapszisok csak valamely latens formában már meglevő pálya aktiválá-
sához elégségesek, de novo tanuláshoz nem. 

Ha egy fiziológus kísérleti úton kívánja ellenőrizni ezeket a hipotéziseket, 
olyan módszert kell választania, mely a szinapszisban lejátszódó f inomabb 
funkcionális módosulások detektálására alkalmas. Jelenlegi eszköztárunkban 
egyetlen i lyen metodika van : az intracelluláris elvezetés. A makroelektród és 
az extracelluláris mikroelektród a különböző szinapszisok ezreinek-százezrei-
nek egymással interferáló, analízisre kevéssé alkalmas tömegjelenségeit tük-

P r e s z i n a p t i k u s a n faci l i tá l t inger lő ( E c c l e s ) 

P r e s z i n a p t i k u s a n h a b i t u á l t i n g e r l ő 

P r e s z i n a p t i k u s a n f a c i l i t á l t g á t l ő 

P r e s z i n a p t i k u s a n h a b i t u á l t g á t l ő 

P o s z t s z i n o p t i k u s a n f a c i l i t á l t i nge r lő ( S h i m b e l ) 

P o s z t s z i n a p t i k u s a n h a b i t u á l t ingerlő 

P o s z t s z i n a p t i k u s a n t a c i l i t á l t g á t l ő 

P o s z t s z i n a p t i k u s a n h a b i t u á l t gá t lő 

R - e s z i n a p t i k u s a x o - a x o n á l i s s z i n a p s z i s 

ó t j á n f a c i l i t á l t i n g e r l ő ( B ü r k e ) 

P r e - é s p o s z t s z í n a p t í k u s i m p u l z u s o k k a l 

e g y ü t t e s e n a k t i v á l t i n g e r l ő 

1. ábra. A t a n u l ó h á l ó z a t o k b a n e l v i l e g l ehe t séges m o d i f i k á l h a t ó s z i n a p s z i s o k t ípusai BRINDLEY 
[7] szerint . K ö z ü l ü k edd ig a p r e s z i n a p t i k u s a n f a c i l i t á l ó d ó inger lőt , a p o s z t s z i n a p t i k u s a n f a c i -
l i tá lódó g á t l ó t é s a pre- és p o s z t s z i n a p t i k u s a n f a c i l i t á l ó d ó ingerlő t í p u s ú t s ikerült m e g t a l á l n i 

az i d e g r e n d s z e r b e n 

rözi. Ennek ellenére, mint látni fogjuk a tanulás mechanizmusának felderítésé-
hez értékes adatokkal járultak hozzá. 

A következőkben az emléknyomképződés mechanizmusának egy kísér-
letes megközelítési módját szeretném vázolni, melyben egyszersmind kísérletet 
teszek arra, hogy az összefüggéseknek az idegrendszer egészétől — mint makro-
rendszertől — a szinapszisig vezető láncolatát bemutassam, rávilágítva a rész 
és egész egymástól elválaszthatatlan dialektikus egységére, melynek f igyelem-
bevétele nélkül nincs az analízis lehetőségeit kihasználó reális szintézis. 

Vegyük a klasszikus vagy I. típusú kondicionálás egy esetét (2. ábra). 
Az afferens ingerek az egyik reflexíven keresztül kiváltanak egy automatikus 
feltétlen választ . Ugyanakkor eljutnak a thalamikus és elsődleges kérgi köz-
pontokba is, melyek a választ különböző módon és mértékben modulálhatják. 
Lényeges, hogy a két ref lexív egymástól függetlenül működik. Mind thala-
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mikus, mind kortikális szinten azonban van egy sejtpopuláció, melyre a thala-
mikus és kérgi elsődleges központok felől konvergálnak az ingerületi pályák, 
mindkét modalitás irányából. Ezen ún. poliszenzoros vagy asszociációs mezők 
(ide számítható a mozgató mező is) eltérően a primer areáktól szomatotopi-
ásan nem rendezettek, de sok bennük a két-három modalitás által befolyásolt 
(ingerelt vagy gátolt) változékony válaszmintát mutató sejt. A rájuk irányuló 
szinaptikus hatások erőssége is igen különböző lehet: egyesek akciós potenciált, 
mások ingerlő vagy gátló posztszinaptikus potenciálokat keltenek rajtuk. 

MODI Ass MÓDII 

— : E P S P - t k i v á l t ó , — • : gát ló s z i n a p s z i s . Az Ass a r e á r ó l k i l é p ő a x o n o k a z e g y i k re f lex ív e f f e r e n s 
s z á r á h o z c s a t l a k o z n a k 

Kimenetük sz intén igen vál tozatos lehet. Rajzunkon csak a két legfontosabb 
efferens pályát tüntettük fel: azokat, amelyek az egyik v a g y a másik efferens 
reflexpályába lépnek be. Természetesen lehetnek olyanok is, melyek mindkét 
reflexívet befolyásolják. A bemenet és kimenet , a szinaptikus hatások szem-
pontjából ez a populáció statisztikusán erősen megoszló, labilis sejtállomány, 
melynek membránján a heteroszinaptikus facilitáció (HSF) számára tág lehe-
tőségek nyílnak (3. ábra). H a például az egyik modalitás felől csúcspotenciál, 
a másik felől E P S P keltődik, akkor e két inger időben kapcsolt beérkezése 
esetén, a gyengébb szinapszis H S F révén megerősödik s e neuron axonja új 
pályát nyit az ingerület számára. Ilymódon az I. ingermodalitás ingerré vál ik 
a II. reflexpálya végrehajtó szervei számára is. A befutó ingertömeg természe-
tesen módosítja a többi neuron aktivitását is, a kiindulási paraméterektől 
függően különböző módon. Az asszociatív area így átstrukturálódik s bizo-
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nyosra vehető, hogy az idegrendszerben egy ilyen egyszerű kondicionálás során 
is sokkal több változás történik, mint ami a magatartásban megnyilvánul, 
v a g y amit a kísérletező elérni szándékozik. 

Felmerül mármost a kérdés, hogy az idegrendszer reális körülményei 
között léteznek-e ezek a struktúrák, sejtpopulációk és kölcsönhatások, amelye-
ket ez a nagyon egyszerű séma feltételez, s vizsgálhatók-e kísérletes mód-
szerekkel ? 

3. ábra. A h e t e r o s z i n a p t i k u s f a c i l i t á c i ó ( H S F ) k i a l a k u l á s á n a k v á z l a t a é s szerepe új i n g e r ü l e t i 
p á l y á k k i a l a k u l á s á b a n . A z I m e z ő b e n l e v ő idegse j t i d ő b e l i k o n t i g u i t á s b a n kap c s ú c s p o t e n c i á l t 
k i v á l t ó i m p u l z u s o k a t az U C S ( f e l t é t l e n inger) és P S P - t k i v á l t ó i n g e r e k e t a CS ( f e l t é te l e s inger ) 
f e l ő l . T ö b b s z ö r i t á r s í t á s u t á n a s z a g g a t o t t vona l la l j e l ö l t sz inapszis f a c i l i t á l ó d i k és a CS e g y e d ü l 
is k é p e s lesz a k c i ó s p o t e n c i á l k i v á l t á s á r a . I l y m ó d o n a CS-től az U C R - i g ( fe l té t l en r e f l e x v á l a s z ) 
t e r j e d ő s z a k a s z o n írj i d e g p á l y a k e z d m ű k ö d n i s ú j inger — v á l a s z s z e k v e n c i a j ö n l é t r e 

Az, bogy poliszenzoros, asszociációs areák vannak az agykéregben és 
i lyen magvak a thalamusban, több, mint 20 éve ismert. Ami fontosabb azon-
ban az, hogy ezek sejtjei, nemcsak több modalitásra érzékenyek, hanem, hogy 
válaszaik sokkal dinamikusabbak, változékonyabbak, mint a primer szenzoros 
mezőké. Macskában B E N T A L és B I H A R I ( 6 ) régebben, S Z M E T A N K I N 1 9 7 3 -

ban (15), újabban pedig magyar szerző, B A N C Z E R O W S K Y N É és S Z I L A K O V (2) 
mutatta ki, hogy bár a primer szenzoros areákban is vannak bimodális sejtek, 
számuk lényegesen kisebb. Különböző kondicionálási módszerekkel az asszo-
ciatív kéreg neuronjainak modalitás specifitása sokkal könnyebben módosít-
ható mint az elsődleges mezők neuronjaié. A B E N T A L és B I H A R I (6) cikkéből 
vett post-stimulus hisztogram mutatja (4. ábra), hogy pl. vizuális ingerlésre 
egyesek excitációval, frekvenciafokozódással, mások gátlással reagálnak. 
Találtak olyan neuronokat is, melyek egyik modalitásra ingerülettel, a másikra 
gátlással vagy kétfázisú reakcióval válaszolnak. Végül az ingerek párosításával 
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extracellulárisan jól regisztrálható változásokat lehetett létrehozni ezen neuro-
nok válaszkészségében, melyeket azután extinctiós eljárással ki lehetett oltani 
( S Z M E T A N K I N 1973) (5. ábra). Azok a neuronok, amelyek extracelluláris el-
vezetésben az egyik modalitásra nem mutatnak csúcspotenciált, lehetnek multi-
modálisak is, mert a PSP-t e módszerrel nem lehet detektálni. 

О A0 80 120 160 200 
M. SEC. AFTER STIMULUS 

4. ábra. A s s z o c i á c i ó s kérgi b i m o d á l i s s e j t e k p o s t s t i m u l u s h i s z t o g r a m m j a i BENTAL és BIHARI [ 6 ] 
c i k k é b ő l . Fe lü l : f é n y i n g e r r e f r e k v e n c i a f o k o z ó d á s s a l v á l a s z o l ó se j t , alul: f é n y i n g e r r e k é t f á z i s ú 
r e a k c i ó v a l v á l a s z o l ó se j t . A b s z c i s s z a : i d ő m s - b e n , o r d i n á t a : kisülés i f r e k v e n c i a . P o n t o z o t t 
v o n a l : a k i v á l t o t t v á l a s z o k á t lagos f r e k v e n c i á j a . S z a g g a t o t t vona l : a s p o n t á n k i sü l é sek 

f r e k v e n c i á j a . F e l t ű n ő a s e j t v á l a s z o k r e n d k í v ü l i lab i l i tása 

A másik alapvető probléma, mely kísérletes vizsgálatot igényel az, hogy 
létezik-e az elméletileg megjósolt heteroszinaptikus facilitáció az idegrendszer-
ben, s betöltheti-e azt a kulcsszerepet, melyet neki emléknyomképződésben 
szánunk. 

H S F - t idegsejtekben, kondicionálási eljárással először K A N D E L és T A U C 

(12) demonstrált Aplysia idegrendszerében (6. ábra). Egy identifikált ideg-
sejlen bizonyos afferens rostok ingerlése révén ingerlő posztszinaptikus poten-
ciált váltottak ki. Ha ezt követően egy másik afferens rostot ingereltek sorozat-
ingerekkel, melyek más szinapszisokon keresztül a sejt csúcspotenciáljait vál-
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tották ki, akkor az E P S P amplitúdója kb. 7-szeresére nőtt . Ez csak úgy magya-
rázható, h o g y az egyik szinapszis kiadós aktiválása a másik szinapszis haté-
konyságának erős fokozódásához vezete t t . Ez a H S F , mely egyszersmind 
reverzibilisnek is bizonyult. 

Emlős neokortexben ilyen vizsgálat nem történt, s Bárányi Atti la munka-
társammal azt a célt tűz tük ki, hogy egyrészt megtaláljuk ezt a fontos jelen-
séget macska mozgatókérgében mely, mint említettem asszociációs területnek 

5. ábra. Asszociációs kérgi neuron kondicionálása fény- és hangingerrel SZMETANKIN [15] cikké-
ből. 1. post-stimulus hisztogram (PSH) fényinger (vízszintes vonal) után. 2. P S H hanginger 
után (szaggatott vonal). Válasz nincs. 3. Feltételes válasz 8 társítás után. 4. Ugyanaz 25 perc 
múlva. 5. A válasz eltűnik 30 perc után. Abszcissza: idő, 300 ms-es léptékben, ordináta: 

kisülési frekvencia 

is tekinthető, másrészt, ha ilyen van, megismerjük keletkezésének feltételeit, 
tulajdonságait s mindezek eredményeként tisztázzuk azt, hogy szolgálhat-e 
HSF az emléknyomképződés alapjául (3, 4, 5, 9). 

Kísérleti paradigmánk a következő volt (7. ábra). Macska mozgatókérgé-
ben kerestük fel a pyramis pályához tartozó (PT) és abba nem projiciáló (nem-
PT) neuronokat, melyeket antidrom ingerléssel identifikáltunk. Ezután a tha-
lamus V L magja, a szomatoszenzoros pá lya és a eallosalis összeköttetések in-
gerlése révén megkerestük a neuron bemeneteit . A VL mag sztereotaxiás inger-
lése, az ellenoldali láb bőrének és a homológ kérgi area direkt ingerlése három 
különböző szinapszist aktivált a neuron membránján, melyek különböző hatás-
fokkal idéztek elő ingerületet. Egyesek közülük csak EPSP-t vál tot tak ki, 
mások csúcspotenciált. Negyedik bemenetként az antidrom aktivált szom-
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6. ábra. H e t e r o s z i n a p t i k u s f a c i l i t á c i ó ( H S F ) A p l y s i a g a n g l i o n s e j t e n KANDEL és TAUC [12] 
k ö z l e m é n y é b ő l . A , : E P S P k o n d i c i o n á l á s e l ő t t , A , : u g y a n a z gen i tá l i s i d e g 1 s -os 5/s f r e k v e n c i á j ú 
inger lése u t á n . K ö z b e n m e m b r á n k o n d u k t a n c i a m é r é s e is t ö r t é n t . B T : E P S P m á s i k s e j t e n 
k o n d i c i o n á l á s e l ő t t , B 2 : k ö z v e t l e n ü l u t á n a , B 3 : 14 perccel a k o n d i c i o n á l á s u t á n . С: A B . p o n t b a n 
r e g i s z t r á l t E P S P f a c i l i t á c i ó j á n a k időbe l i l e f u t á s a . Ord ináta : a k o n t r o l l ér ték s z á z a l é k a i , 

a b s z c i s s z a : i d ő p e r c b e n 

7. ábra. K í s é r l e t e i n k b e n a l k a l m a z o t t p a r a d i g m a . 1: „ g y o r s " p y r a m i s ( P T ) sej t , 2: „ l a s s ú " P T 
sejt . Call: ka l lózá l i s , V L : a t h a l a m u s v e n t r o l a t e r a l i s m a g j a felőli , S S : s z o m a t o s z e n z o r o s b e m e n e t . 
M i n d k é t P T neuron a P T fe lő l a n t i d r o m m ó d o n is a k t i v á l h a t ó . A 2. n e u r o n m o n o s z i n a p t i k u s a n 

ingerli az 1 P T s e j t e t . M i k r o e l e k t r ó d o s e l v e z e t é s a z 1 s e j tbő l 
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szédos PT sejtek axon kollaterálisai szerepeltek, melyeket korábban mások is 
k imutat tak. Meg kell j egyeznünk , hogy a VL, a kallozális és a PT bemenet 
monosz inapt ikus volt , míg a szoinatoszenzoros E P S P - k ol igoszinaptikusnak 
bizonyultak, l l y m ó d o n kizárható , hogy az egyes ingermodali tások kölcsön-
hatása i nem a vizsgált neuron membránján, hanem attól távolabb, esetleg 
a lacsonyabb sz inten jöhettek létre. 

Ha most e g y k iválasztot t bemenetet ingerelve E P S P - k e t vál tottunk ki 
a neuronen s azt egy másik b e m e n e t ingerlésével keltett csúcspotenciállal , meg-

100msec * 

8. ábra. H e t e r o s z i n a p t i k u s f a c i l i t á c i ó P T n e u r o n o n . C: k o n d i c i o n á l á s i , E : e x t i n k c i ó s szér ia . 
A s z á m o k a 100 m s i d ő k ö z z e l 0 , 5 / s ec f r e k v e n c i á v a l a d o t t ingerpárok s o r s z á m á t je lö l ik . A c s ú c s 
p o t e n c i á l t V L - i n g e r l é s , a z E P S P - t s z o m a t o s z e n z o r o s i n g e r l é s v á l t o t t a ki . E z u t ó b b i fac i l i tác ió ja 
a 3 0 . társ í tás körü l a m p l i t ú d ó - n ö v e k e d é s b e n , a 60. i n g e r p á r t ó l sp ike g e n e r á l á s b a n n y i l v á n u l 
m e g . A z e x t i n k c i ó s s z é r i á b a n csak S S i m p u l z u s o k a t a d t u n k . A 350. i n g e r n é l a fac i l i tác ió t e l j e sen 
k i a l s z i k . Felső sor: intrace l lu lár i s , a l s ó sor: kéregfe l sz ín i e l v e z e t é s m i n d e n r e g i s z t r á t u m b a n 

határozot t (0 — 100 ms) idő- interval lummal társítottuk, akkor bizonyos számú 
társ í tás után az E P S P hatékonysága megnőtt és csúcspotenciál kiváltására 
v á l t alkalmassá (8. ábra). Ez a facilitált ál lapot a korábban gyengébb hatás-
f o k ú inger egyedüli alkalmazása során is fennmaradt , majd fokozatosan kiol-
t ó d o t t . E kísérletben tehát a H S F - t kétséget kizáróan sikerült létrehozni, 
m e l y néhány perctől 30 percig terjedő időtartamra maradt fenn. Az ingerület-
n e k egy új pá lyája képződött i lymódon szemünk láttára, mely a feltételes 
re f l exek következő tulajdonságait mutatja: 1. ingerek társítására jött létre, 
2 . extinkció révén megszüntethető , 3. újra kialakítható. T o v á b b i fontos pár-
h u z a m , hogy azon szinapszisra nézve specifikus, melynek ingerületét a csúcs-
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potenciállal társítottuk (differenciál-kondicionálás) továbbá, hogy az E P S P és 
csúcspotenciál véletlenszerű adásával H S F nem alakul ki (9. ábra). 

A mi kísérleti eljárásunkkal vizsgált sejteknek kb. negyedrésze tartal-
mazott kondicionálható szinapszisokat; ebből különösebb következtetéseket 
nem lehet levonni, mivel nézetünk szerint minden agykérgi sejt rendelkezik 
a plasztikus változásokra való képességgel és csupán ingerlési technikánk az 
oka, hogy n e m minden neuronban sikerült feltárni ezt a tulajdonságot. 

10 

в 

* 2 
24min 

• 3 • 2 -1 0 -1 -2 -3 -4 -5-6 

9. ábra. D i f f e r e n c i á l k o n d i c i o n á l á s e g y se j ten , m e l y Cal l , S S és V L s z i n a p s z i s o k és a n t i d r o m inger-
lés révén e g y a r á n t a k t i v á l h a t ó v o l t . B. 0 . : k í s é r l e t i p a r a d i g m a a b e m e n e t e k és a z e l v e z e t é s 
h e l y é n e k f e l t ü n t e t é s é v e l . Az e g y e s b e m e n e t e k m e l l e t t az á l ta luk k i v á l t o t t E P S P - k v á l t o z á s a i 
v a n n a k á b r á z o l v a k ü l ö n b ö z ő m é r t é k ű de- és h iperpo lar i zác iók m e l l e t t . P T j e l ö l é s e m e l l e t t : 
a n t i d r o m s p i k e reg i s z t rá tuma . A l s ó d i a g r a m m : Call , V L - a - A " és S S - O - O - E P S P - k polari-
z á c i ó o k o z t a v á l t o z á s a i n a k á b r á z o l á s a . J . 0 . : d i f f e r e n c i á l k o n d i c i o n á l á s b e m u t a t á s a , a oszlop 
VL-Cal l 150: V L - E P S P és Call s p i k e 150-szeri t á r s í t á s a u t á n a P S P n e m f a c i l i t á l ó d i k . C — V L 
S S 150: u g y a n e z V L — E P S P és S S s p i k e e s e t é b e n . С Cal l -VL 150: h i p e r p o l a r i z á c i ó s v ö l g y b e n a 
társ í tás n e m v e z e t e r e d m é n y r e . С S S — V L 150: u g y a n a z S S — E P S P - k k e l . b oszlop С S S — V L 3 0 
S S — E P S P V L - s p i k e - a l 30 -szor t á r s í t v a . A l a t t a : a 80 . társ í tás u t á n a S S — E P S P m a r s p i k e - o t 
v á l t ki. E S S 8 m i n és 16 min: a z e x t i n k c i ó 8. és 16. p e r c é b e n , с oszlop С C a l l — E P S P V L - s p i k e - a l 
50-szer t á r s í t v a . A l a t t a : a 110. t á r s í t á s u t á n a P S P fac i l i tá lód ik . E Call 12 m i n és 2 4 m i n : a 

fac i l i tác ió k i a l v á s á n a k f á z i s a i a j e l ze t t p e r c e k b e n 

Arra nézve, hogy a szinaptikus hatásfok növekedésének mi az oka, szá-
mos elképzelés vethető fel. Lehetséges, hogy a szinaptikus hatásfok növekedé-
sének az szolgál alapjául, hogy a transzmitter felszabadulás fokozódik. Ha ez 
így van, akkor HSF-hoz a preszinaptikus rostok között gyakori és intenzív 
kapcsolatnak kell lennie, pl. axo-axonális szinapszisok formájában. Bár az 
agykéregben ilyenek előfordulnak, csekély számuk miatt nem jönnek tekin-
tetbe a H S F alapjaként. E g y elvi nehézsége ennek a magyarázatnak az, hogy 
a neuron integratív tevékenysége eltolódnék a preszinaptikus végződések terü-
letére, holott e tevékenység súlypontja szerteágazó egyéb tapasztalatok alap-
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ján is, a posztszinaptikus membránban keresendő. Preszinaptikus lokalizáció 
ellen szól az a tény is, hogy a HSF-hez vezető ingerpáros egyik tagjának csúcs-
potenciált kell kiváltania a vizsgált neuronon. Az eseményekben szerepet 
játszó két vagy több preszinaptikus axonban viszont (ahhoz is hogy EPSP- t 
váltsanak ki) egyaránt csúcspotenciál keletkezik. Ingerületük mértékében 
tehát különbség nincs: mindkettő „minden vagy semmi" spike, amit fokozni 
nem lehet, legfeljebb csökkenteni. K A N D E L és T A U C A preszinaptikus mecha-

1 0 0 2 0 0 0 2 0 0 4 0 0 

p á r o s i n g e r e k s o r s z á m a 

10. ábra. A n t i d r o m ú t o n k e l t e t t c s ú c s p o t e n c i á l o k f a c i l i t á l ó h a t á s a V L — E P S P - к г е P T - n e u -
ronon. C: k o n d i c i o n á l á s i szér ia , m e l y n e k 20. , 120. , és 160 . t a g j á t m u t a t j u k b e P T — V L s o r r e n d 
m e l l e t t . Jó l l á t h a t ó a V L — E P S P f a c i l i t á c i ó j a , m e l y a z e x t i n k c i ó s s z é r i á b a n ( E ) f o k o z a t o s a n 
v i s s z a f e j l ő d i k . A l s ó d i a g r a m : a z egész f o l y a m a t i d ő g ö r b é j e . k o n d i c i o n á l á s i g ö r b e , 

О—О a se j t s p o n t á n a k t i v i t á s a 

nizmus mellett foglalnak állást (13), kísérleteikben viszont a HSF-hoz két 
EPSP is elegendő, ami macska agykéregben teljesen kizárt. 

Mivel a két szinapszis között kapcsolatot teremtő egyetlen anyagi közeg 
a posztszinaptikus membrán, a HSF lokalizációjának másik lehetősége i tt 
keresendő. Mivel, mint említettem, az E P S P hatékonyságának fokozásához 
szükséges tényező a hozzá időben kapcsolt csúcspotenciál, a posztszinaptikus 
hipotézis ellenőrzésére a következő kísérleti paradigma látszott alkalmasnak 
(10. ábra). Egy PT-neuronon, melyen VL vagy SS eredetű EPSP-k voltak ki-
válthatók, antidrom úton f i x ISI-mal csúcspotenciálokat keltettünk s meg-
vizsgáltuk, hogy e tisztán posztszinaptikus úton keltett spike-ok hozzájárul-
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nak-e az E P S P facilitálódásához. Következő képünk azt mutatja, hogy ez 
lehetséges. VL-(SS)-EPSP-k megfelelő időintervallummal társítva antidrom 
spike-okkal hatásfokukban lényegesen megerősödnek és csúcspotenciál kivál-
tására válnak képessé. Más kísérletekben pozitív áram intracelluláris injekció-
jával váltottunk ki „direkt" spike-okat. Ingerpárokban ezek is a VL-EPSP-k 
facilitációjához vezettek (11. ábra). Ü g y tűnik, ezek alapján, hogy a HSF-hoz 
azért szükséges csúcspotenciál, mert ez a posztszinaptikus neuron teljesértékű 
aktivációját jelenti. Ezen aktiváció megtörténte pedig akkor is visszahat a 
szinapszisra, ha az antidrom vagy direkt ingerlés útján jött létre. Ez kétséget 
kizáróan a H S F posztszinaptikus lokalizációjára mutat. 

VL-Dir 
12 

0 5 7515 20 25 30min 

11. ábra. S z i n a p t i k u s ú t o n k e l t e t t E P S P f a c i l i t á l á s a d irekt , in trace l lu lár i s á r a m i n j e k c i ó v a l . 
B a l o l d a l t : m i n d e n r e g i s z t r á t u m f e l s ő sora a m i k r o e l e k t r ó d o n át a s e j t b e k ü l d ö t t á r a m o t j e l z i , 
( p o z i t i v i t á s f e l f e l é ) , k ö z é p s ő s o r a a z intrace l lu lár i s , a l só sora a f e l s z í n i r eg i s z t rá tum. C. k o n d i -
c ionálás i szér ia , V L — D I R 12: V L — E P S P 12. t á r s í t á s a d irekt á r a m i m p u l z u s s a l , m e l y ö n m a g á -
ban 2 s p i k e - o t v á l t ki . A 64 . t á r s í t á s n á l a m p l i t ú d ó n ö v e k e d é s , a 92 . t á r s í t á s n á l V L - s p i k e g e n e -
rálás l á t h a t ó . E : e x t i n k c i ó s szér ia . E b b ő l az 1., 6. és 32 . perc e r e d m é n y é t t ü n t e t j ü k fe l . A k o n d i -
c ionál t v á l a s z v é g ü l k ia l sz ik . J o b b o l d a l t : a) a V L — E P S P m o n o s z i n a p t i k u s j e l l egének b i z o n y í -
tása: 50 /s f r e k v e n c i á v a l k i v á l t h a t ó , b ) p s z e u d o k o n d i c i o n á l á s , v é l e t l e n s z e r ű e n a d o t t i n g e r e k k e l , 
c) A k o n d i c i o n á l á s i f o l y a m a t t e l j e s l e fo lyása , m e l y b e n az E P S P a m p l i t ú d ó (felső) , a m e m b r á n -
el lenál lás ( k ö z é p s ő ) és a m e m b r á n p o t e n c i á l ( a l s ó d i a g r a m ) a l a k u l á s a l á t h a t ó a k ísér le t h a b i t u á -

c iós ( H ) , p s z e u d o k o n d i c i o n á l á s i (P) , k o n d i c i o n á l á s i (C) és e x t i n k c i ó s ( E ) f á z i s á b a n 

A H S F másik fontosnak látszó tulajdonsága az ingerlés időviszonyaihoz 
való kötöttsége. Ennek két vonatkozása van. Egyik az, hogy messze nagyobb 
hatásfokkal akkor volt elérhető, ha az EPSP- t és a spike-ot páros ingerek 
formájában prezentáltuk. Ekkor 60 — 90 társítás már eredményre vezetett . Ha 
a spike-okat 10 — 20 cps frekvenciájú sorozatinger formájában alkalmaztuk, a 
létrejött facilitáció kb. 10-szer rövidebb volt és az ingerek ezrei voltak szük-
ségesek annak eléréséhez. Ezt mutatja az 1. táblázat melyet néhány olyan 
neuron megfigyelése alapján készítettünk, melyeken mindkét ingerlési módra 
lehetőség volt. A páros ingerek vitathatatlan fölényben vannak, ami valószínű-
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1. t áb láza t 

A táblázat a sorozatban és párokban alkalmazott 
kondicionáló ingerek hatásosságát hasonlítja össze 

3 neuron esetében. A számok a sikeres kondicionálások 
eredményeként elért facilitációk időtartamát 

mutatják. A páros ingerek lényegesen hatásosabbak 

leg nem irreleváns az egész ál laton bevált társítási paradigma mechanizmusát 
illetően. 

0 20 40 60 80 100 120 0 200 400 600 800 1000 1200 
ingerpárok sorszáma 

12. ábra. E P S P - s p i k e és s p i k e — E P S P sorrendben v é g z e t t kondicionálás ös szehason l í tása 
Cond V L — P T : V L — E P S P második komponense faci l i tálódik. A 10., 50. és 100. ingerpár v a n 
fe l tüntetve . E x , V L : extinkciós sorozat . Cond P T — V L : ugyanaz P T — V L sorrendben, a 10., 30. 
és 60. ingerpár ha tásának bemutatásával . Alul: a két kondicionálási sorozat időbeli le futásának 
diagramja. Ordináta: a V L — E P S P - k b ő l keletkező spike-ok száma 10 ingerenként . Abszcissza: 

az ingerpárok sorszámai 

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 



TANULÁS AZ IDEGSEJT SZINTJÉN 4 1 7 

Az időbeli kont igui tás je lentőségét hangsú lyozza másik észleletülik is. 
Szinaptikus facil itációt, bármely eredetű spike és bármely ingersorrend eseté-
ben csak akkor l ehe te t t kiváltani, h a az ISI n e m haladta m e g a 100 ms-ot . 
Ez arra mutat , hogy mind az E P S P , mind a sp ike valamilyen nyomot, utó-
hatást hagy a membránban vagy a sejt biokémiai mechanizmusában, s a követ-
kező inger csak akkor hatásos, ha ezek a n y o m o k még perzisztálnak. Arra 

13. ábra. H i p o t é z i s a c s ú c s p o t e n c i á l fac i l i tá ló m e c h a n i z m u s á r a n é z v e a ve le i d ő b e n k o n t i g u u s a n 
k a p c s o l t E P S P - r e . M a g y a r á z a t a s z ö v e g b e n 

nézve, hogy mindkettő ( E P S P és spike) hagy n y o m o t az utal, hogy sikeres 
kondicionálás mind EPSP-sp ike , mind sp ike -EPSP sorrendben lehetséges volt 
(12. ábra). Messze veze tne ha e n y o m o k természetére vonatkozó hipotéziseink-
re kitérnék. E helyen csak a következőket szere tném megjegyezni: a szinap-
tikus hatásfokot döntő mértékben meghatározó tényezőként a posztszinap-
tikus receptormező kiterjedtségét, szervezettségét , ionoforokkal va ló kapcso-
latát tekintjük. H S F ese tén e receptormező új receptorokkal egészül ki, ex-
tinkció alatt e fo lyamat regrediái. Új receptorok a perikaryon Golgi apparátusá-
ban szintetizálódnak, a tubuláris szál l í tó szalagon a dendritekbe, a receptorok 
közelébe szállítódnak ( F A M B R O U G H és D E V R E O T E S 1 9 7 8 ) . ( 1 3 . ábra). Aktív 
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szinapszisok tájékán a belépő Ca a tubuláris apparátust dezorganizálja (WEI-
S E N B E R G 1972) s a rá kötöt t receptor molekulák a posztszinaptikus receptor 
mezőhöz csatlakoznak. Ilymódon az E P S P - t kiváltó idegimpulzus hatásfoka 
nő s csúcspotenciál kiváltására válhat képessé. Ahhoz, hogy a receptormező 
kiegészítése végbemenjen, a szinaptikus ingerületnek valamilyen szinkronba 
kell kerülnie a fehérje szintézist v a g y a receptorok és ionoforok tubuláris 
szállító szalagra történő felrakodását szabályozó csúcspotenciálokkal. Az idő-

14. ábra. [ 3 H ] - g l i c i n b e é p ü l é s e a l t a t o t t m a c s k a asszoc iác iós k é r g é b e ( A M S A ) s p o n t á n akt iv i -
tás a l a t t ( b a l o l d a l t ) , a k u s z t i k u s ingerlésre ( k ö z é p e n ) és S S - i n g e r l é s r e ( jobbo lda l t ) . A l u l elektro-

k o r t i k o g r a m o k 

beli kontiguitás kiemelkedő szerepét egy ilyen intracelluláris mechanizmus 
magyarázhatná. 

Mint látja a tisztelt hallgatóság, ezzel megközelítettük a fiziológiai mód-
szerek teljesítőképességének határait s olyan sejten belüli, f inomabb folyama-
tokba ütköztünk melyek már csak a biokémiai és ultrastrukturális módszerek 
együttes alkalmazásával ismerhetők meg. E felismerés alapján kezdtünk kol-
laborációt az SZBK Neurobiológiai csoportjával, élén Joó Ferenccel, s arra 
teszünk kísérletet, hogy kondicionálás eredményeként plasztikus változásokat 
mutató szinapszisokat identifikáljuk. H a ez megtörtént, mód nyílhat azon fino-
mabb módosulások felkeresésére, melyek a szinaptikus hatásfok emelkedését 
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tükrözik. Párhuzamosan, szükségesnek látszik az idegszövetből azon fehérjék 
izolálása, melyek szintézisére, foszforilálódására és/vagy tubuláris transzport-
jára az ingerület serkentően hat. I lyen fehérjét már találtunk s Rojik Imrével 
(14) autoradiográfiásan (14. ábra), Nóvák Róberttel pedig elektroforetikus 
ütőn (15. ábra) részlegesen sikerült izolálni (16. ábra). Természetesen nem ab 
ovo következik, hogy ez a nagy glicintartalmú fehérje éppen az, amely a 

15. ábra. Ingerelt hallókéregbe beépült 14C-glicint tartalmazó fehérjék analízise PAG-elektro-
forézissel. Felül: az egyes frakciók radioaktivitása CPM-ben; középen: a P A G denzitogramja, 
Alul: a vizsgált gél és a mólsúly standard gél fényképe. A 3. és 4. frakció kiemelkedően nagy 

specifikus aktivitást jelez 

szinaptikus hatásfok növekedésében szerepet játszik, de példáját nyújtja annak 
hogy az ingerület és fehérjeszintézis között ilyen kapcsolat létezik. 

Az elmondottakat egy kissé távolinak tűnő analógiával szeretném alá-
támasztani és szemléltetni: sok millió kilométeres átmérőjű csillagok, sőt 
galaxisok keletkezését, sorsát az asztronómia akkor tudta csak magyarázni, 
mikor az atommagban végbemenő folyamatokra fény derült. Hata lmas égi ob-
jektumok sorsa az elemi részecskék kölcsönhatásain, társulásán és szétvá-
lásán múlik, s reális szintézist csak e legmélyebb összefüggések birtokában 
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lehet felépíteni. Meggyőződésem, hogy így van ez az idegrendszer esetében is, 
s ma már világos, hogy sejtszinten, sőt szubcelluláris szinten várható újabb 
felismerések azok, melyek az idegrendszer egészének megértéséhez közelebb 
visznek. 
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NEURONÁLIS RENDSZEREK ANALÍZISE 
ÉS SZINTÉZISE 

L Á B O S E L E M É R 

S e m m e l w e i s O r v o s t u d o m á n y i E g y e t e m 
1. sz. A n a t ó m i a i I n t é z e t e , B u d a p e s t 

Az idegélettan és az idegrendszer szövettana olyan neuronfogalmat hasz-
nál, ami lehetővé teszi, hogy kísérleti úton, mérésekkel vagy megfigyelésekkel 
az idegsejteket más sejtektől megkülönböztessük és a neuronok alosztályait is 
definiálhassuk. Hasonlóan ehhez, a neuronhálózat fogalma is határozott any-
nyira, hogy morfológiai elemzéssel v a g y elektrofiziológiái mérésekkel egyértel-
műen meg lehet állapítani az elemi egységek kapcsoltságának tényét , leírható 
a kapcsolatok sokasága és alkalmas méréssel kimutatható és jellemezhető a 
neuronok viselkedésének és működésének összefüggő jellege. 

A fenti fogalmak azonban nem eléggé elvontak ahhoz, hogy azokra ala-
pozva nem triviális elméleti megfontolásokat lehessen alapítani, összetettebb 
tulajdonságokat nem csupán megsejteni, hanem akár kiszámítani lehessen. 
Ehhez a formalizálás radikálisabb foka szükséges. A további elméleti, ill. 
matematikai megfontolások és értelemszerűen a levonható következtetések 
jellege és értéke attól is függ, hogy a valóságos neuronok milyen tulajdonságait 
véljük fontosaknak és melyeket elhanyagolhatóaknak. Az absztrakció minő-
ségének megfelelően így a reális neuronális rendszerek formális modelljeinek 
sokasága konstruálható. Ezek értéke természetesen nem az alkalmazandó mate-
matikai technikától, hanem attól függ, hogy a modell mennyire interpretáj 
megfigyeléseket és hogyan jósol meg közvetlenül meg nem figyelt jelenségeket 

Neuronok, neuronhálózatok és viselkedésük formalizálása 

Az egyik legkorábbi és egyben leginkább elvont formális neuron és 
neuronhálózat modell M C C U L L O C H és P I T T S ( 1 9 4 3 ) elméleti konstrukciója. 
E sokszor és nem mindig adekvát módon kritizált fogalomrendszer a neuronok 
állapotának és működésének leegyszerűsítése és azok rögzítése miatt túlzottan 
elkötelezett, feltéve, hogy a formális neuron fogalmát — amint az az eredeti 
elképzelésben szerepel — közvetlenül a valóságos neuron absztrakt megfelelő-
jének tekintjük. Úgy tűnik, hogy e modell alkalmazása során ez a felfogás 
vezethet a legtöbb hibás eredményhez. Másrészt viszont a formális neuronok-

MTA Biol. Oszl. Közi. 23 (1980) 



4 2 2 LÁBOS ELEMÉH 

ból konstruált hálózatok alkalmasak mindazon jelenségek interpretálására, 
amelyekre a véges automaták képesek ( K L E E N E 1 9 5 6 ) . Utóbbiak azonban nem 
feltétlenül végeznek o lyan számításokat és nem feltétlenül működnek olyan 
jelek segítségével mint a formális neuronhálózatok. Ennek ellenére mégsem 
reprezentálnak „nagyobb kapacitású" gépeket mint A M C C U L L O C H — P I T T S -

hálózatok. E két ekvivalens elméleti rendszer azonban végesen diszkretizált 
idű-modellt használva alkalmas tetszőleges, véges megfigyelési időben előfor-
duló jelenség „szimulálására" ha a leírandó rendszer véges sok állapotát tekin-
jiik csak lényegesnek. Nyilvánvaló t ehát , hogy a modellek ilyen osztályának 
értéke azon múlik, hogy a formális neuronok vagy neuronhálózatok milyen 
valóságos neuronális részeket vagy folyamatokat reprezentálnak. 

A formalizálás másik hagyományos útja az axonális, ill. neuronális kisü-
lést leíró H O D G K I N — H U X L E Y ( 1 9 5 2 ) modell és módosításainak alkalmazása. 
Valóságos hálózatok elméleti analízisére azonban ez az út a számítások rend-
kívüli sokasága miatt ma még nem eléggé hatásos. 

A formalizált modellek egyik osztályának lényeges és gyakran kifogásolt 
tulajdonsága a „determinisztikus" jel leg. Ennek lényege az, hogy a leíró ob-
jektumok függvények, amelyeknek „értéke" az argumentum ismeretében egy-
értelműen kiszámítható. A modellek i lyen értelemben „elfajult" osztályait ter-
mészetesen könnyen és sok különféle módon lehet általánosítani úgy például 
hogy a szereplő függvényeket általánosított hírközlési csatornákkal vagy vélet-
len relációkkal helyettesíthetjük. I lyenkor természetesen sok új paraméter 
értékének posztulálása elengedhetetlen. í gy valószínűségek értékét kell fel-
tételezni, v a g y azok becslését kísérletes úton kell meghatározni. 

Más értelemben tapasztalható valóságos határozatlanság viszont az, 
amikor állati egyedek v a g y fajok ekvivalens idegrendszeri egységeit, hálózatait 
összehasonlítva „pontatlanságot", variabilitást észlelünk. Ilyenkor még nem 
kell feltétlenül „megbízhatatlanul működő" gépekhez mint modellekhez folya-
modni, hanem az összes lényeges variációt magában foglaló modell-osztály álta-
lános tulajdonságait lehet magyarázó értékűnek tekinteni. A huzalozás deter-
minálatlansága és a neuronok nagy száma mellett a számítási feladatok nagy 
mérete is kedvez annak, hogy egy-egy modellt „véletlenítsünk". Ekkor azon-
ban kedvező esetekben is meg kell elégedni várható értékek és valószínűségek 
kiszámításával. 

A határozatlanság másik aspektusa a kiváltott és spontán neuronális 
tevékenység korlátozott reprodukálhatósága, ami adaptív, tanuló, ill. megbíz-
hatatlan elemekből felépített formalizált rendszerek konstrukciójához veze-
tett ( N E U M A N 1 9 5 6 , M I N S K Y and P A P É R T 1 9 6 9 , J O H A N N E S M A 1 9 6 7 ) . 
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Az axiomatikus leírás szükségessége 

A valóságos neuronokra és neuronhálózatokra vonatkozó lényeges adatok 
két fő forrása a kajicsolatok morfológiai leírása és a válaszok ill. spontán tevé-
kenység elektrofiziológiai úton történő megfigyelése. A „lényeges" jelző abban 
az értelemben jelent megszorítást, hogy a szóban forgó elméleti analízis végső 
célja az idegrendszeri szabályozó működések o lyan szintű megértése, ami adek-
vát gyakorlati (pl. terápiás) beavatkozásokat tesz lehetővé, fe l téve, hogy egyéb 
(pl. neurokémiai) szempontból az ismeretek, ill. az eszközök kielégítőek. 

A neuromorfológiai — és szempontunkból fontos — adatok a neuronális 
kapcsolatok és a neuronok geometriai tulajdonságainak leírásában állnak. 
Sok, számlálásra szorítkozó, kvantitat ív hisztológiai adat viszont még túl sok 
szabadságot enged meg és csak igen szerény vagy sokértelmű funkcionális 
konklúziót tesz lehetővé. 

Ha a neuronális rendszerek elméletének axiomatikus megalapozására 
törekednénk, akkor az axiómák egy csoportja a neuronok v a g y funkcionális 
szempontból fontosnak vélt neuron-részek kapcsolatának listázásában, esetleg 
azok „izgató", ill. „gátló" jellegének posztulálásában merülne ki. Ez elérhető 
definiálatlanul hagyott elemek közötti huzalozási (egyszerű vagy összetett) 
reláció megadásában ( L Á B O S 1 9 7 5 ) . Az axiómák, ill. posztulátumok második 
csoportja szükséges viszont ahhoz, hogy az adott huzalozási! hálózat magatar-
tásáról egyáltalán beszélhessünk. Az axiómák e második csoportjában kerülne 
sor A jelek és neuronális „számítások" megadására. PL. A M C C U L L O C H — P I T T S -

modell ( 1 9 4 3 ) e vonatkozásban rögzített. Nyi lvánvaló ellenben, hogy a huza-
lozási posztulátumok megadása önmagában még alig jelent elkötelezettséget 
e klasszikus modell irányában, vagyis adott huzalozás praktikusan semmit nem 
mond a működésre nézve. A hálózat „megszólaltató" második posztulátum-
csoportra a hálózat által „használt" nyelvre fogunk hivatkozni. Ez szélesen 
értelmezett esetben alkalmas arra, hogy adott állapot és bemenet esetében 
a hálózat jövőbeli állapotát és válaszát kiszámíthatóvá tegye. Ebben az érte-
lemben a neuronális rendszer már konkrét automata, amelynek viselkedése vizs-
gálható. 

A valóságos hálózatok tulajdonságait leíró posztulátumrendszer további 
részeket is tartalmazhat. Ezek elsősorban a nye lv lassabban végbemenő spon-
tán vagy kiváltott változásainak leírására kell, hogy szorítkozzanak. Vagyis 
olyan tények figyelembevételére, mint adaptáció, akkomodáció, refrakteritás, 
fáradás, tanulás, megbízhatatlanság stb. 

A továbbiakban csak a huzalozásra és a nyelvre vonatkozó posztulátu-
mokból álló rendszerek vizsgálatára szorítkozunk. A „változási posztulátu-
mok" egy része helyettesíthető rögzített huzalozásű és nyelvvel rendelkező 
neuronális rendszerek részei között lezajló kölcsönhatás feltételezésével. Ez 
utóbbi problematika részletezésétől ugyancsak eltekintünk. 
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Neuronhálózatok analízise és szintézise 

Tegyük fel, hogy az axiómarendszerünk mind huzalozási, mind nyelvi 
posztulátumokat tartalmaz. Ilyen rendszerek konstruálhatok akkor, ha egy 
adott huzalozású (véges) hálózat elemeinek, a neuronoknak a M C C U L L O C H — 

PiTTS-elméletben előírt működéseket tulajdonítunk. Még ebben az ese tben is 
fennáll az a többértelműség, hogy az egyes neuronokat sok különböző módon 
lehet formális neuronként értelmezni. Például , ha egy neuront két i zga tó be-
menő huzal innerválja, akkor az mind és- mind vagy -kapu lehet. H a még 
az sincs rögzítve, hogy a ké t befutó huzal izgató vagy gátló, akkor a lehetséges 
„funkciók" száma 14 lehet . Sőt. ha rögzítjük a be fu tó két huzal hatásának 
előjelét és a hatások „erősségét", a h o g y a n azt az e lmélet előírja, akkor a 
küszöb változtatásával az előző rögzítéstől függően más és más számú, de álta-
lában több különböző magatartású neuronként foghatjuk fel ugyanazt a háló-
zati modult vagy formális neuront. I l lúzió tehát azt hinni, hogy pusztán á 
morfológiai adatokat reprezentáló huzalozás (beleértve akár egy-egy neuron geo-
metriáját szimuláló e lemeket és összeköttetéseket) egyértelműen meghatározza 
a hálózat magatartását, ill. működését. Mindenesetre, ha a huzalozás mellett 
rögzítjük az egyes neuronok által reprezentált függvényeket (pl. M C C U L L O C H 

— PiTTS-függvényt) akkor a hálózat magatartása kiszámítható. Egy i l yen vagy 
több i lyen rögzítés mel le t t a magatartás kiszámítását az adott hálózat vagy 
huzalozás analízisének nevezzük. 

A formális neuronhálózatok e lméletében a hálózat magatartása a hálózat 
ál lapotátmenet gráfja, amelyre az je l lemző, hogy a gráf egy adott pontjából 
egyetlen egy másik ponthoz vezet él, ami a hálózatot leíró objektum jellegéből 
következik, hiszen az e g y speciális igazságfüggvény. Mivel a formális neuron-
hálózatnak véges sok ál lapotot lehet tulajdonítani, ezért az állapotátmenet-
gráf. — fe l téve , hogy a hálózatot á l landó „külső" befolyás éri —, diszjunkt 
részgráfokból áll, amelyek típusai az alábbiak: 1. f i x p o n t átmeneti állapotok-
kal, 2. izolált f ixpont, 3. többpontos ciklus átmeneti állapotokkal, 4. izolált 
többpontos ciklus. Minden egyes rögzített külső hatáshoz egy-egy i lyen, általá-
ban több és különböző t ípusú részgráfokból álló magatartás tartozik. Bizonyít-
ható, h o g y legfeljebb 3 neuronból álló neuronhálózatokkal minden lehetséges 
„típus-összetételű" hálózatmagatartás reprezentálható. 

Annak illusztrálására, hogy már igen egyszerű huzalozások sokféle lehet-
séges funkcionális rögzíthetősége a modellek milyen sokaságához vezethez, 
szolgáljon az alábbi példa (LÁBOS 1977a). A corpus geniculatum laterale egyik 
jellegzetes szinapszis együt te se 3 szinapszisból áll. Az a, b és c-vel jelölt retinális 
végződés, relésejt részlet, ill. interneuron-profil közöt t ab, ac és cb irányú 
szinapszisok vannak. H a e 3 elemet még esetleg érő „kü l ső" hatásokat is figye-
lembe vesszük, akkor egy -egy 1, 2, ill. 3 bemenő-huzallal rendelkező formális 
neuronból álló hálózattal írható le a szinaptikus triád. Mivel 4,14, ill. 104 db 
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1,2, ill. 3 bemenetű formális neuron létezik és ezek egymástól függetlenül 
választhatók meg, ezért ennek az egyszerű „lokális" neuronhálózatnak 5824 
különböző magatartást tulajdoníthatunk. Ezek közül egyéb, de már csupán 
plauzibilis kritériumok alapján kiválasztható néhány „érdekes" magatartású 
változat . í g y a lehetséges esetek között megtalálhatók a látórendszer on-, ill. 
off-egységeihez hasonló viselkedésű hálózatok, amelyek „tónusos" bementi 
jelsorozatot „fázisossá" alakítanak át. Ezekből a speciális változatokból to-
vábbi — de ugyancsak heurisztikus — megfontolások révén bonyolultabb 
(lokális) hálózatok építhetők fel, amelyek többek között alkalmasak álló és 
mozgó „inger" (bemenő jel) megkülönböztetésre, továbbá a mozgó inger mére-
tének és sebességének, sőt speciális esetben a mozgás irányának a felismerésére 
is. A modellezés fenti módja lényegében csak azt igazolja, hogy az adott morfo-
lógiai tény magyarázó erejű, vagyis a szinaptikus triádok elegendőek ugyan-
csak létező működések, látórendszeri teljesítmények megvalósítására. Azt . hogy 
vajon szüségesek-e, mástermészetű érveléssel lehet alátámasztani: az adott 
teljesítményt realizáló neuronhálózat szintézisévé 1. 

A formális neuronhálózatok szintézise adott „térbeli" állapot adott át-
menetét megvalósító hálózat paramétereinek (a huzalozás mátrixának és a 
küszöb-vektornak) a kiszámításából állhat. De előírható egyetlen formális 
neuron időbeli viselkedése is, amikor azt a neuronhálózatot keressük, amelynek 
létezik olyan neuronja, amelyik az előírt módon viselkedik. Kimutatható, hogy 
a mozgáspercepció elemi egysége, a mozgás alkalmas definíciója mellett, 
éppen az a szinaptikus triád lesz, amelyik analízisének egyik eredménye pon-
tosan az, hogy elegendő a mozgás elemi percepciójára (LÁBOS 1977b). Indul-
junk ki abból, hogy az inger valamilyen neuronhálózat egy állapota, melynek 
egyik komponensében beálló 0—1, ill. 1 — 0 időbeli átmeneteket kívánjuk ész-
lelni. Nyi lván ezek az időbeli átmenetek definiálhatók a kép mozgásaként. A 
megfelelő 0—1, ill. 1 — 0 térbeli állapot-különbségek „kontrasztként" értelmez-
hetők. í g y az elemi mozgás, ill. elemi kontrasztfelismerés ugyanazon teljesít-
mény tér-, ill. időbeli változatai. Ha x k és x k + 1 jelentik az egymást térben vagy 
időben követő állapotokat, akkor az у = x k • x k + 1 , ill. z = xk -Xk+i igazság-
függvények írják le a megfelelő on-, ill. off-választ. Igazolható, hogy, ha egy 
modult aktiválás és késleltetett gátlás ér, akkor az csak az aktiválás kezdetét, 
ha gátlás és késleltetett aktiválás ér, akkor az csak az aktiválás végét észleli. 
Lényegesebb viszont, hogy az aktiválás, a késleltetés, ill. gátlás fenti mintái 
szükségesek az adott működés realizálásához. í gy plauzibilis érv szól amellett, 
hogy a szinaptikus triádok elegendő és szükséges elemi egységei a mozgás 
detektálásának. 
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Hálózatszintézis unit-regisztrátumok alapján 

Amíg a neuromorfológus érdeklődésének egyik tárgya az lehet, hogy 
hálózati leírásainak „funkcionális interpretációját" keresse, addig az extra-
v a g y intracelluláris regisztrátumokat észlelő neurofiziológus a megfigyeléseket 
generáló huzalozást vagy szeparált blokkokból álló „sémákat" keres. E kétség-
telenül létező törekvések egyik okozója az, hogy ritka esetben lehetséges 
ugyanazon objektumról egyidejűleg kielégítő morfológiai és funkcionális le-
írást kapnunk. Ennek még további oka pedig részben a rendelkezésre álló mor-
fológiai és elektrofiziológiai módszerek alacsony hatásfokában rejlik. Ezért 
e komplementer adat-osztályok egymással történő interpretálása vagyis az 
egymás nyelvére történő fordítása elméleti eljárásokat igényel. Természetesen 
ezek az interpretációs igények nem merítik ki az említett tudományok célki-
tűzéseit , hiszen ezekből explicite hiányzik az állatok percepciójának, magatar-
tásának konkrét elemzése. í g y indokolt, ha az idegsejt-kisülések tér- és időbeli 
mintáit csupán a hálózatok magatartásának és nem funkciójának nevezzük, 
hiszen ezek csupán a reguláció formáit és nem annak tartalmát képviselik. 

A unit-regisztrátumok alapján történő neuronhálózat-szintézis kiinduló 
objektuma — némi absztrakció révén ugyan — tekinthető az idő folytonos és 
legalább kétszer differenciálható függvényének, amit R-rel jelölünk. Az R(t) 
érték jelenti t időpontban a regisztráló elektródák közötti potenciálkülönb-
séget. Mivel a kisülés-sorozatok viszonylag egyforma jelekből állnak nem tűnik 
lényeges hanyagolásnak, ha valamilyen módon egyetlen kisülésnek a kisülés 
„időpontját" feleltetjük meg. 

Az eredeti R regisztrátumban előforduló kisülések időpontjának soroza-
tá t az R objektum pontfolyamat-modelljének nevezzük. Az időpontok e soro-
zata „viszonylag" egyértelműen meghatározható R ismeretében. Legyen igaz 
c-re, hogy m a x R ( t ) > с > minR(t) , ahol t a megfigyelési periódus egy pontja. 
Ekkor az alábbi P c halmazt nevezzük pontfolyamatnak: P c — {t | R(t) = с 
és R(t) <7 0}. Nyilvánvalóan sok hasonló definíció lehetséges, amelyek a unit-
regisztrátumok tidajdonságai miatt egymáshoz képest „eltolt" sorozatokat 
eredményeznek, vagyis az eltérések nem túl lényegesek. Fontosabb viszont, 
h o g y a Pc objektum — legalábbis akkor, ha R intracelluláris regisztrátum — 
határozottan kevesebb információt tartalmaz mint az eredeti R, hiszen ha с 
elég nagy, akkor a küszöbalatti (szinaptikus és generátor-) potenciálokra vonat-
kozó információt elhanyagoljuk. Ez természetesen nem jelent végleges veszte-
séget amennyiben az eredeti R- t tároljuk. A P c pontfolyamattal ekvivalens 

к 1 
a szukcesszív intervallumok sorozata: dk = t k + 1 — t k , ill. t k = dj. Az 

j=i 
intervallumok sokaságát T jelöli. A szukcesszív intervallumok sorozata hagyo-
mányosan sokat elemzett objektum és elsősorban korrelációanalízis tárgyát 
képezi (lásd pl. M E S E R S Z K I J 1 9 7 2 ) . Ahhoz azonban, hogy a kisüléssorozatot 
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vagy sorozatokat interpretáló hálózatot konstruálhassunk még további abszt-
rakció szükséges. Mivel a P c és T halmazok végesek, így a minT legkisebb 
intervallum mindig létezik. Ha a megfigyelési időtartamot minT hosszúságú 
félig zárt, ekvidisztáns, diszjunkt intervallumokkal teljesen lefedve beosztjuk, 
akkor minden intervallumban legfeljebb egy t; С P c időpont (kisülés) esik. 
Ennek az intervallumnak a sorszáma lesz az illető időpont(kisülés) címe: add-
ress(tj) = 1 -f- entier (tj/minT). Az egymást követő intervallumokban meg-
számlálva a pontokat, a min T felbontásához tartozó időbeli sűrűség-diagramot 
nyerjük, ami adott esetben egy 0—1 sorozat. Természetesen nagyobb (pl. az 
átlagos) hosszúsági intervallummal történő felbontás nem 0—1, hanem más 
egészeket is tartalmazó sorozatokat eredményezhet. Az időbeli-sűrűség dia-
gramot Fh-val, speciálisan Fmjn-i-vel jelöljük. E sorozat elemei per definitionem 
nem negatív egészek és nyilvánvaló, hogy az Ff, sorozatok a cím szerint közön-
séges értelemben nem differenciálható függvények. Az Fj, elemei kisülési frek-
venciák, amelyeket hagyományosan az „idegrendszer által használt jeleknek" 
tekintenek. Látható az F ,̂ származtatásából, hogy az határozottan függ h 
értékétől, ezért az idegrendszeri jelek és kód elmélete semmiképpen sem nélkü-
lözheti a h felbontásnak megfelelő „integrációs idő" fogalmát. í g y a neuro-
nokra jellemző temporális summáció leírása vagy modellálása ugyanezt a fogal-
mat implikálja. 

Mindenesetre igazoltuk eddig, hogy az F m j n T objektum 0—1 sorozat lévén 
alkalmas kiindulás lehet formális neuronhálózatok szintéziséhez. Ehhez e soro-
zatok „időbeli szerkezetét" leíró igazságfüggvényeket kell találnunk. Ilyen 
leíró függvényt kapunk, ha a 0 és 1 számokat logikai változókkal reprezentálva 
az F m i n T sorozat adott hosszúságú szalag-darabjai u tán közvetlenül következő 
értékeket megfigyeljük és az eredményeket táblázatban rögzítjük. H a e szala-
gok hossza túl rövid, akkor a táblázat nem lesz egyértékű. Ekkor az argumen-
tumok egy-egy értékéhez eloszlásokat rendelhetünk és a kapott táblázatot 
egy véletlen függvény „becsléseként" értelmezhetjük, vagy növeljük a meg-
f igyelendő argumentum-szalagok hosszát addig amíg a táblázat n e m lesz lege 
artis függvény. 

A tulajdonképpeni hálózatszintézis ezután következik, amikor ismert 
módon, a MCCULLOCH—PITTS-elméletben előforduló szinaptikus súlyokra és 
küszöbre vonatkozó lineáris egyenlőtlenségrendszert megoldjuk (MUROGA 
1971). Ha az F h sorozatot leíró „folytonos" rekurzív igazságfüggvény nem 
szeparálható lineárisan, akkor a kisülés-sorozatot interpretáló gép nem for-
mális neuronokból felépülő hálózat, hanem az elemi egységek maguk is (speci-
ális) neuronhálózatok, amelyek az igazság-függvények diszjunktív normálfor-
mája alapján mindig szintetizálhatok. 

A fenti R, Pc , T, FminT, leíró-függvény, hálózat objektumokon keresztül 
történő szintézis eljárás eddigi tapasztalataink szerint általában nagyméretű 
hálózatokat eredményez, mert a valóságos sorozatok csak lokálisan, rövid 
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szakaszokon eléggé „regulárisak". A végeredmény hálózat moduljai nem min-
dig. sőt ritkán reprezentálnak valódi neuronokat, hanem gyakran „időállandó-
k a t " (ha szélsőséges hosszúságú periodicitások egyaránt előfordulnak) vagy 
„funkcionális tulajdonságokat" mint például más neuronok frekvenciájának 
felismerése (speciálisan temporális summáció). A vázolt modellezés egy további 
sajátossága, hogy a leíró függvények parciálisan definiáltak, vagyis sok külön-
böző módon tehetők teljesen definiálttá, ami számos predikciót szolgáltat. 
Végül , ha a leíró függvény tabulázását rövid szalagokkal kezdjük (vagyis az 
argumentumok kis dimenziójú 0 — 1 temporális vektorok), akkor többször lép 
fel többértelműség és sztochasztikus-automata modellhez lehet folyamodnunk, 
í g y vagy nagyméretű és inkább, ill. teljesen determinisztikus vagy kisebb 
méretű és egyre inkább „sztochasztikus" leírást kaphatunk. A méretcsökken-
tés másik útja, ha a h felbontási állandó értékét növeljük. Ekkor azonban a 
hálózat moduljai n e m lehetnek klasszikus formális neuronok, hanem pl. álta-
lánosított mérőautomaták ( L Á B O S 1 9 7 5 ) . A vázol t nehézségek ellenére azon-
ban rövid kisülési regularitások nem-triviális és legalábbis további gondolato-
kat ébresztő absztrak gépi interpretációi nyerhetők. További gondot jelent 
azoknak a kritériumoknak a megfogalmazása, amelyek a sok nyerhető meg-
oldás szelekcióját lehetővé teszik. 
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NEURONHÁLÓZATOK ÖNSZERVEZŐDÉSÉNEK 
EGY MATEMATIKAI MODELLJE 

Z l M Á N Y I J Ó Z S E F 

K ö z p o n t i Fiz ikai K u t a t ó I n t é z e t , B u d a p e s t 

1. Bevezetés 

Az íuegrendszer kutatásának egyik alapproblémája annak megmagya-
rázása, hogy hogyan szerveződik egy hatékonyan működő hálózatba a központi 
idegrendszerben lévő óriási számú neuron. (Az ember központi idegrendszeré-
ben lévő neuronok számát 3 X 10 lo-re tehetjük. Egy-egy neuron átlagosan 
mintegy 103 neuronnal van kapcsolatban.) E hálózat pontos megadásához 
olyan sok információra van szükség, hogy kizártnak tekinthetjük a teljes in-
formáció DNS-ben kódolt genetikai átvitelét . Genetikusan csak a hálózat globá-
lis vonásai lehetnek meghatározottak. Szükséges tehát feltételezni, hogy a 
neuronhálózatnak rendkívül hatásos önszerveződő képessége van, aminek 
révén az eredetileg véletlenszerűen, csak statisztikusán megadott m ó d o n kap-
csolódó neuronok egy hatékony, koherensen működő hálózattá alakulnak. 

A következőkben egy modell-rendszer vizsgálata kapcsán rámutatunk 
ezen önszerveződés egy lehetséges módjára. A modellünk [2] egymással köl-
csönösen gátló kapcsolatban álló neuronokból áll. Az egyes neuronok aktivi-
tását egy egyszerű, általános tanuló elv szabályozza. Megmutatjuk, hogy ez 
a rendszer, véletlen eloszlásban érkező ingerek hatására bármilyen kezdő álla-
potból ugyanabba a jól meghatározott állapotba fejlődik. 

A modellünkben felírt neuron egyenlet és memória egyenlet a [ l - ]ben 
javasolt egyenletekhez hasonló. A neuronhálózatok tárgyalásának bevezető 
jellegű összefoglalását [6]-ban írtuk le. 

2. A modell leírása 

Modellünk felállításában a kisagy szerkezetét tartottuk szemünk előtt. 
A bemenet N darab neuron axonból álló kötegen (1. ábra) érkezik (hasonlóan 
a kisagy párhuzamos szálakból álló rétegéhez). Egy adott időpontban a szálak 
egy része aktív, impulzust szállít, míg a többi inaktív. 

(Egy impulzus hossza körülbelül egy ezred másodperc). így a párhuza-
mos szálak kötegének egy metszetében „villogó ábrákat" észlelhetnénk (ez az 
elrendezés hasonló a független impulzusokat szállító optikai üvegszál köteghez). 
A párhuzamos szálakat megszámozzuk 1-től N-ig. A t időben a köteg kereszt-
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metszetében észlelhető ábrát az A(t) vektorral adjuk meg. Az A(t) elemei a 
0 v a g y 1 értéket veszik fel aszerint, hogy a megfelelő párhuzamos szál aktív 
v a g y inaktív volt -e a t időpillanatban: 

A(t) = ( 3 l ( t ) , a2(t), . . ., a N ( t ) ) (1) 

. . 1, ha az i-ik szál aktív a t időpillanatban, 
0, ha az i-ik szál inaktív a t időpillanatban. 

Parhuzamos szálak 

1. ábra. A k i s a g y b e l i Purkinje se j t é s a p á r h u z a m o s s z á l a k k a p c s o l a t á n a k v á z l a t o s k é p e 

Ezek az ábrák jelennek meg a P neuronok bemenetein. (A kisagyban 
a Purkinje sejtek valóban ilyen ábrákat „f igyelnek" dendritjeik segítségével). 
A bemeneti helyek a párhuzamos szálak és a P neuron dendritje közötti szinap-
szisok. Minden szinapszishoz egy erősséget rendeltünk. A k-ik párhuzamos szá-
lat az i-ik P neuronhoz kapcsoló szinapszis erősségét jelöljük c^-val . Egy ehhez 
a szinapszishoz érkező impulzus a P neuron axon dombjának feszültségét 
Jv ( , l-vel növeli. A szinapszis erősségét ezzel a potenciál változással definiáljuk: 

4° - (2) 

Az i-ik P neuron gerjeszthetőségét a 

c ( i ) = (4>, . . . , ct f) (3) 
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érzékenységi vektorral karakterizálhatjuk. Az i index az i = 1, 2, . . ., M 
értéket veheti fel, ahol is M a P neuronok száma. Természetesen igen sok ck

d 

zérus, mert egy P neuron nem csatlakozik az összes párhuzamos szálhoz. 
Egy neuron működését a következő módon írjuk le. A neuron v^( t ) 

gerjesztési potenciálja, ha egyéb input nem érkezik, időben exponenciálisan 
csökken A csökkenési állandóval. (A gerjesztési potenciált a neuron nyugalmi 
potenciáljától számíthatjuk.) 

A neuron aktívvá válik, ha potenciálja az axon dombon meghaladja az 
s'1^ küszöb értéket. Ekkor a neuron egy т hosszúságú, nem csökkenő impulzust 
emittál az axonja mentén. A P neuront gátló típusúnak tekinthetjük, így 
axonjának minden szinaptikus csatlakozásánál gátló hatást fejt ki (azaz nem 
növeli, hanem csökkenti a hozzá csatlakozó neuronon potenciálját). Ezt az akti-
vitást a w'' \t) függvénnyel írjuk le: 

w ( i )(t) 
1, ha v ( i ) ( t ' ) 4 Л ( t - r ) < t' ^ t, 
0, különben. ' 

A P neuron axonjának szinaptikus kapcsolata van a többi P neuronnal. 
Egy ilyen kapcsolat erősségét gj^-vel jelöljük; gj,:)-t azzal a potenciál csökke-
néssel definiáljuk, mely az i-ik P neuron jön létre, akkor, amikor a j-ik P 
neurontól gátló impulzus érkezik. 

A fenti diszkusszió alapján a neuron potenciál időbeli változását leíró 
egyenlet, mely megadja a potenciál t -j- т időben felvett értékét a t időben 
mérhető adatok segítségével, így írható: 

v 0 ) ( t + r) ( 1 - A ) v ( 1V) + ^ 4 " ( t ) a k ( t ) 
k=l 

M 
^ g | 0 W(Í)(t) 
j = l 

(1 - w ( i )(t)) , 
(5) 

w ( 0 m _ í 1, ha v W ( t X s(1>, 
* ( t ) - l 0, ha v(i>(t) < s(i), 

i = 1, 2, . . ., M. 

Ezek az egyenletek a neuron egyenletek. Azt mutatják, hogy a neuron 
potenciál a t + r időben úgy kapható meg, hogy a t időbeli potenciálból le-
vonunk egy kis veszteségi tagot, —Av"'(tl hozzáadjuk a párhuzamos szálakon 
érkező gerjesztés hatását, 2c k a k ; levonjuk a többi P neurontól érkező gátlások 
hatását megadó tagot, —2gjW(j). Végül egy szorzófaktort alkalmazunk, (1 — 
— w(l% Ennek a tényezőnek a hatására az impulzus-emisszió (tüzelés) után 
a neuron potenciál visszaáll az alapértékére és ott is marad a refrakter idő 
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T r = r (kb. 1 msec) alatt. A refrakter idő alatt a neuron nem gerjeszthető. 
Áttekinthetőbbek az egyenletek, ha a gerjesztési potenciált a küszöb potenciál 
egységekben fejezzük ki. Definiáljuk tehát a relatív gerjesztettségct a követ-
kező módon: 

v « ( t ) 
u®(t) = 

S0> (6) 

Az u^(t ) relatív gerjesztettség időbeli változására vonatkozó egyenletet 
az 5. egyenletből kapjuk úgy, hogy annak mindkét oldalát elosztjuk a s® 
küszöb feszültséggel: 

u( i)(t + T) = ( l _ ; y o ( t ) + c ( i ) ( t ) a k ( t ) 

M 
- 2 h } V » ( t ) 

j=i 
j^i 

( 1 - W ® ( t ) ) , 

(t) 
1, ha U(i)(t) > 1 
0, ha u ( i )(t) < 1 

hf> = g j V ° 

i = 1, 2, . . ., M. 

(7) 

A neuron egyenletnek ezt az alakját használjuk a továbbiakban. 
Amikor a neuron hálózatnak az A(t) vektorral jellemzett ábrák „villo-

gására" adott közvetlen válaszát számoljuk, a szinaptikus erősségeket gyakor-
latilag konstansoknak tekinthetjük. E g y hosszabb időskálán azonban ezek az 
erősségek is változnak, és ezáltal a hálózat tanulása lehetségessé válik. A 
szinapszis erősségek változására a Hcbb-féle tanulási elvhez [3] hasonló elvet 
használunk. Ezt a tanulási elvet a következőkben fogalmazzuk ineg: 

a) ha egy, a ck' erősségű szinapszison érkező ak(t) gerjesztést a P neuron 
tüzelése követi (w^ = 1), akkor ez a szinapszis erősödik (a hatásos gerjesz-
tések erősítik a szinapszist); 

b) minden szinapszis erősség exponenciális törvényeknek megfelelően 
gyengül; 

c) a gátló szinapszisok gj1' erősségét konstansan tartjuk; 
d) egy P neuron összegezett gerjesztő szinapszis erősségét konstanson 

tartjuk (Ack = r] = konstans). 
A fentiekben megfogalmazott tanulási elvet a szinaptikus erősségek idő-

beli változására vonatkozó következő egyenlettel foglaljuk össze: 

c<°(t + t ) = q ( i )[(l - e) c(
k°(t) + * w % ) a k ( t - r ) ] , (8) 
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ahol a 

W ( J [ [ ( 1 - е ) 4° ( t ) + ™ ( i>(t) ak(t - r ) ] J 
M 

(9) 

normálási faktor biztosítja, h o g y a gerjesztő szinapszis erősségének összege ne 
változzon: 

A 8. egyenletet memória egyenletnek nevezzük . 
Az itt javasol t tanulási mechanizmus nincsen e l lentmondásban Szent -

ágothai [5] és Marr [4] conjunctionális tanulás i elvével, hanem alesetként 
tartalmazza azt. Nevezetesen a conjunctionál is tanulási e l v azt fe l tételezi , 
hogy a párhuzamos szál és a Purkinje sejt k ö z t i szinapszis akkor erősödik, ha 
a párhuzamos szálon érkező ingerrel egyidőben a kúszó ros ton is érkezik inger. 
Mivel azonban a kúszó roston keresztül j ö v ő inger minden esetben tüzelésre 
kényszeríti a Purkinje sejtet, a conjunctionál is tanulásnak ez a speciális e se te 
az a) tanulási elv köve tkezményének is fe l fogható . 

A 7. és 8. egyenletek meghatározzák a hálózat v ise lkedését adott be-
menet esetén, ha a kezdeti értéket megadjuk. Tegyük fel, h o g y a szinaptikus 
erősségek kezdőértékei vélet lenszerűen osz lanak el („ tanulat lan állapot"). A 
parallel szálakon egy megadott A j ábra v i l lan fel többször egymás u t á n . 
Ennek hatására az összes P neuron gerjesztettsége növekedni kezd. A gerjesz-
t e t t s é g abban a neuronban — jelöljük ezt P ( ' ' - gy e l — növeksz ik a leggyor-
sabban. amelyiknek szinaptikus erősségeloszlásával képzett 27ckak gerjesztési 
összeg a legnagyobb. Ez a P neuron éri el e lőször a küszöb gerjesztést, amikor 
is tüzelni fog. A tanulási mechanizmus révén ennek a P neuronnak azok a szi-
napszisai fognak erősödni, amelyeken inger érkezett. Ennek a neuronnak a 
A c

k a k gerjesztési összege megnövekszik az A j ábrára. í g y a P(1> neuron egyre 
érzékenyebb lesz az Aj ábrára. Eközben P(1> többi , impulzust nem közvet í te t t 
szinapszisai gyengülnek, így P^1' egyre kevésbé lesz érzékeny a másfajta ábrák-
ra. H a a P neuronok nem volnának kölcsönös gátló kapcsolatban, akkor 
ugyanez a fo lyamat a többi neuront is érzékenyítené az Aj ábrára. A z o n b a n 
a kölcsönös gátlás révén a P ( l> neuron, amikor elérte a k ü s z ö b szintre v a l ó 
gerjesztettséget, a többi P<0 neuronra gátló impulzust ad, és ezzel csökkenti 
azok gerjesztettségét . í g y a többi P'1' neuronnak egyre hosszabb és hosszabb 
időre lesz szüksége ahhoz, hogy az Aj ábrára tüzeljen, és v é g ü l az Aj ábrára 
már egyáltalán nem fognak tüzelni , érzéketlenné válnak Aj-re. 

M 
24°(t) = v(>)- (10) 

3. A modell tulajdonságainak kvalitatív v izsgálata 
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Ugyanez a tanulási fo lyamat a különböző neuronokat különböző Aj 
ábrákra teszi érzékennyé. 

A fentieket összegezve a következőket állapíthatjuk meg. Egy neuron 
hálózatban, amelyben a szinaptikus kapcsolatok kezdetben véletlenszerűen, 
csak statisztikus törvények által meghatározottan vol tak eloszolva, a külön-
böző P neuronok a párhuzamos szálakon át érkező különböző ábrákra szelektív 
érzékenységet fejlesztenek ki. Ez a fejlődés a kölcsönös gátlás és egy egyszerű, 
minden neuronra érvényes tanulási mechanizmus következményeként jön 
létre. 

4. Egyszerűsített modell, matematikai analízis 

A neuron hálózat kvalitatív analízise plauzibilis eredményre vezetett . 
Ennek megerősítésére és a hálózat önszervező tulajdonságának mélyebb meg-
értésére kvantitatív analízist írunk le a következőkben. Egy nagy számú 
neuronból álló rendszer részletes vizsgálata, ahol minden neuronnak t ö b b tíz-
ezer szinapszisa van meghaladja a ma ismert matematikai módszerek teljesítő-
képességét. A következőkben két, egymással kölcsönös gátló kapcsolatban álló 
P neuront fogunk vizsgálni (2. ábra). Mindegyik P neuron sok szinapszissal 
kapcsolódik a párhuzamos szálakhoz. A Ackak összeg kiszámításához azonban 
egy további egyszerűsítést is bevezetünk: a rendszernek két orthogonális 
ábrára vonatkozó adaptív tulajdonságát vizsgáljuk. (Két ábrát orthogonális-
nak nevezünk, ha az ábravektoruk skaláris szorzata nulla.) 

2. ábra. Az egymást kölcsönösen gát ló k é t P neuron rendszer vázlatos k é p e 
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Legyen a kiválasztott két P neuron e g y m á s mellett, így a parallel szálak-
nak ugyanarról a területéről kapják mindketten a gerjesztést. Osszuk fel a két 
P neuron „látóterén" (perceptív területén) á tmenő párhuzamos szálakat két 
egyenlő, diszjunkt halmazra. Jelöljük e két halmazt Gx és G y-nal . Mindegyik 
n szálat tartalmaz. Egy általános információ során a Gx halmazból nx , a G y 

halmazból n y lesz aktív. Ezek átlagos gerjesztő hatását a két P neuronra meg-
kapjuk, ha a gerjesztési összeget két részre bontjuk. 

2 c ^ t j a j t ) = 2 4°(t)ak(t) + 2 ck°(t)ak(t), i = 1, 2 . (11) 
к keGx keGy 

Itt a két összegezés a G x , illetve a G y halmazhoz tartozó párhuzamos 
szálakra való összegezést jelöli. Definiáljuk az egyes halmazokban az átlagos 
szinaptikus erősséget a következő módon: 

4 0 ( t ) - - 2 c k°( t ) , 
n keGx 

c ^ t ) - 1 2 4 0 ( t b ( 1 2 
n k€Gy 

i = 1 , 2 . 

Ha a szinaptikus erősségeket ezen átlagokkal közelítjük, a gerjesztési t a g 
nagyban egyszerűsödik: 

2 ck'VMt) = 2 4 0(t)ak(t) + 2 4°(t)ak(t) ~ 
к к £ Gx к 6 Gy 

~ cx°(t) 2 ak(t) + 4 \ t ) 2 M<) = 
к € Gx к £ Gy (13) 

- 4 ° ( t ) nx(t) + C(
y°(t)ny(t) 

= n c\'(t)- b n c y (t) 

Definiáljuk továbbá az effektív érzékenységi vektort, D1'' = (Dx', D y ' ) , 
és az effektív ábra vektort, В (Bx , By), a következő kifejezésekkel: 

D ® ( t ) ^ l n c ® ( t ) , D®( t ) = - L - n CY'(t) (14) 

és 

B * ) - ^ , B y ( t ) - ^ W . (15) 
n n 
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Ezekkel a definíciókkal a gerjesztési tagot így írhatjuk: 

1 
Ж' "к 

(í) 2 4 0 ( t )a k ( t ) ~ B x ( t ) D « ( t ) + B y ( t ) D f (t) . (16) 

A normálási feltétel most a 

D®(t) + D<J>(t) = Ж (17) 

alakot ölti. 
Abból a célból, hogy az eredményeket jól lehessen szemléltetni, a D''*(t) 

és B(t) vektorokat polár koordinátákkal fogjuk megadni: 

Dx'(t) = d(t) cos <p(i)(t), D®(t) = d(t) sin <p%), (18) 

Bx(t) = ß(t) cos v ( t ) , B y ( t ) = j8(t) sin v ( t ) . (19) 

Mivel a normálási feltétel egy összefüggést ír elő D x ' és D y ' között , a 
Ж érzékenységi szög teljesen megadja a P*'̂  neuron érzékenységi ál lapotát. 

Összegezzük az eddigieket. A model l hálózatunk két P neuronból áll, 
melyek egymást kölcsönösen gátolják. A P neuronokat a 14. egyenletben meg-
adott érzékenységi vektorokkal jel lemezzük. A párhuzamos szálakon érkező 
gerjesztést a 15. egyenlettel definiált ké t komponensű effektív ábra vektorral 
adjuk meg. A teljes redukált hálózatot a 3. ábra mutatja. E hálózat működését 
leíró neuron egyenletek, melyeket a 16. egyenletnek a 7. egyenletbe való 
helyettesítésével kapunk, a következők: 

ud)(t + г) = [(1 - A)u ( l )(t) + D « ( t ) B x ( t ) + 

+ D < y
1 » ( t ) B y ( t ) - g < 1 V ' X ) ] ( l - w ( 1 ) ( t ) ) , 

u(2)(t + r) = [(1 - A)u(2)(t) + D x ' ( t )B x ( t ) (20) 

+ D f ( t ) B y ( t ) - g i V 1 » ( t ) ] ( l - w > ) ) , 

( i) _ j 1, ha u«(t ) > 1 , 
W ( t ) - | 0 , ha u % t ) < l , 

i = 1, 2 . 

A modell memória egyenletét ú g y kapjuk meg, hogy a 8. egyenletet 
összegezzük k£Gx-re és k£Gy-ra, majd elosztjuk a kapott egyenleteket s^'-vel: 

DiL)(t + T) = q [ ( l - s ) D ^ j t ) + yw(1)(t)B,(t - T)], ( 2 1 ) 

D?>(t + T) = q[( l - e)D|2 )(t) + yw<2)(t)B|(t - T)], 
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ahol 1 = x vagy у és 

q = Vl{ 2 [Dí j )(t)(l - e ) + yw ( i )(t)B ,(t - T)]) , 
I=x,y 

у = nx/s ( i ) , 

j = l , 2 . 

E modell hálózat viselkedésének tanulmányozására számológép prog-
ramot készítettünk. 120 különböző bemenő ábrát alkalmaztunk. A ß ábra 
erősségének a ß = 0,2, 0,3 és 0,4 értékeket adtuk. A rp ábra szögeknek 4 0 
különböző értéket adtunk a [0, 90°] intervallumban. Az így nyert 120 ábrát 
véletlen sorrendbe állítottuk. Egy-egy ábrát 100-szor kapcsoltunk rá a hálózat 
bemenetelére mielőtt áttértünk a következő ábrának a bekapcsolására. 

A '(t) és qÚ'(t) érzékenységi szög változását minden ábra „felvil lan-
tása" után meghatároztuk. A (<p(1)(t), <p(2\t)) számpárost minden 12 000 ábra 
felvillantása után kinyomtattuk. Egy-egy i lyen számpárost egy-egy pont jelöl 
a 4. ábrán. Egy i lyen kinyomtatás után a számítás tovább folytatódott. 

Mivel az érzékenységi vektorok normáltak, a két P neuronból álló rend-
szer érzékenységét teljesen leírja a két, <f>^\t) és <^2)(t) érzékenységi szög. í g y 
egy pont a (</'(1>, 9?<2)) „érzékenységi fázis s íkon" (4. ábra) teljesen megadja a 
modell érzékenységi állapotát, és az út amelyen ez a pont halad, az érzékeny-
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ségnek a tanulás folyamán létrejövő változását adja meg. A 4. ábrán az útra 
rajzolt nyíl a fejlődés irányát mutatja. K é t szomszédos pont közt eltelt idő 
mindig azonos, éspedig a 12 000 ábra „felvil lantásának" megfelelő idő. A 
különböző utak különböző kezdő érzékenységnek felelnek meg. A paraméterek-
nek az értéke e számítás során a következő volt: 

A = 0 , 1 , g A g f = 0 , 8 , 

r) = 0,6 , e = l - 1 0 ~ 2 , y = 3 - 1 0 - 4 . 

f 
0 

80 

70 

6 0 

50° 

A 

3 cf 

20 

10° 

0 

4. ábra. A r e n d s z e r fej lődése a z é r z é k e n y s é g i f á z i s s í k o n . A <pV> é s <pO é rzékenység i s z ö g e k e t 
m e g a d ó p o n t e z e n a síkon a r e n d s z e r egy m e g h a t á r o z o t t é r z é k e n y s é g i á l l a p o t á n a k f e l e l m e g . 
K é t e g y m á s m e l l e t t i pont k ö z ö t t 12 000 ábráva l „ i n g e r e l t ü k " a r e n d s z e r t . A ny i lak a f e j l ő d é s 

i rányát m u t a t j á k . A r e n d s z e r fej lődési v é g p o n t j a i n a k , a f i x p o n t o k n a k a k o o r d i n á t á i 
(<£>(•) = (22.5°, 6 7 . 5 ° ) é s (67.5°, 22 .5° ) 
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A rendszer szimmetrikus a két P neuronra vonatkozóan, és ezért a rend-
szer viselkedése a I. tartományban tükörképe a II. tartománybeli viselkedésé-
nek (4. ábra). 

5. összefoglalás 

Az egyszerűsített modell numerikus analízise alátámasztja a hálózat 
kvalitatív analízise során nyert következtetéseket. A 4. ábra világosan mutat-
ja, hogy a rendszernek f ix pontjai vannak az „érzékenységi állapot fázis 
síkon". Ez azt jelenti, hogy a rendszer tetszőleges kezdeti állapotból mindig 
ugyanabba a „tanult állapotba" szervezi magát a véletlenszerű eloszlásban 
érkező ingerek hatására. Ebben a tanult állapotban a két-P-neuron rendszer 
felosztja az ábrateret két egyenlő részre, és az egyik P neuron csak az egyik 
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részhez, a másik neuron csak a másik részhez tartozó ábrákra lesz csak érzé-
keny. (Egy kis szakaszon, a két rész határán, mindkét neuron érzékelheti az 
ábrát.) (Lásd 5. ábra.) 

A bemutatott matematikai analízisből beláttuk, hogy tetszőleges kezdeti 
szinapszis erősség eloszlással bíró P neuron esetén is a rendszer mindig ugyan-
abba a f ix tanult állapotba szervezi magát. Ebben az állapotban diszkriminálni 
képes a beérkező gerjesztések között . A rendszernek ez az önszervező képessége 
a kölcsönös gátló kapcsolat és a neuron sejtre a 8. egyenletben megfogalmazott 
egyszerű tanulási elv következménye. 

5. ábra. A PÖ) és PÍÜ n e u r o n o k tüze l é s i v a l ó s z í n ű s é g e i a y> ábraszög f ü g g v é n y é b e n a t a n u l á s 
e l ő t t (a ) és u t á n (b ) 

Végezetül megjegyezzük, hogy a fentiekben leírt önszervező képesség 
akkor is létrejön, ha a kölcsönös gátlás interneuronokon keresztül valósul meg. 
Úgyszintén megjegyzendő, hogy ez az önszerveződés nem zárja ki a „tanító 
segítségével történő tanulást", azaz a P neuronnak a kúszó rost segítségével 
létrejövő tanulását. A két mechanizmus egymástól függetlenül vagy éppen 
egymással együttműködve is működhet. 

I R O D A L O M 

1. CAIANIELLO, E . R . : O u t l i n e of a T h e o r y o f t h o u g h t - p r o c e s s e s a n d th ink ing m a c h i n e s . Journa l 
of T h e o r e t i c a l B i o l o g y 1, 2 0 4 - 2 3 5 ( 1 9 6 1 ) . 

2. CSERNAI, L. P . é s ZIMÁNYI, J . : M a t h e m a t i c a l m o d e l for the s e l f - o r g a n i z a t i o n of neural 
n e t w o r k s . B i o l o g i c a l Cyberne t i c s 3 4 , 4 3 — 48 (1979) . 

3. HEBB, D . 0 . : T h e o r g a n i z a t i o n of b e h a v i o u r . W i l e y , N e w Y o r k (1949) . 
4. MARE, D . : A t h e o r y of cerebel lar c o r t e x . Journa l of P h y s i o l o g y ( L o n d o n ) 2 0 2 , 437 — 4 7 0 

(1968) . 
5. SZENTÁGOTHAI, J . : Proc . I E E E 56 , 9 6 0 - 9 6 8 (1968) . 
6. ZIMÁNYI, J. és CSERNAI, L.: AZ i d e g r e n d s z e r m a t e m a t i k a i mode l l j e i . F i z ika i S z e m l e X X V I I I , 

2 9 5 - 3 0 2 ( 1 9 7 8 ) . 

MTA Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 





A MESTERSÉGES ÉS TERMÉSZETES INTELLIGENCIA 

V Á M O S T I B O R 

M T A S z á m í t á s t e c h n i k a i és A u t o m a t i z á l á s i K u t a t ó i n t é z e t e , B u d a p e s t 

A természetes és mesterséges intelligencia kapcsolata óhatatlanul eszünk-
be juttatja Karinthy zseniális ötletét a férfi és nő viszonyáról: .,kik hogyan 
érthetnék meg egymást ? Hisz mind a kettő mást akar — a férfi a nőt, a nő 
a férfit ." A számítógépek adta logikai lehetőségek első felcsillanásától, Turing 
és Neumann, McCullogh és Pitts munkásságával kezdődően izgalmas szellemi 
csábítás lett a párhuzamok keresése az emberi agy működése és a gépi prob-
lémamegoldás között. A számítástechnikusok egy része az agyi struktúrákban 
ideális képleteket keresett a gépek architektúrájának kialakításához, procesz-
szálási módszereihez. Más részük azzal az igénnyel próbált fellépni, hogy a gépi 
problémamegoldásokat az emberi tevékenységgel azonos vagy azt túlhaladó 
szintre képzelje. A biológusok és pszichológusok azt remélték, hogy jól érthető 
modellre lelnek a gépi struktúrákban és ezen keresztül lényegesen közelebb 
kerülhetnek a magasabb rendű idegrendszeri tevékenység megértéséhez. A le-
egyszerűsített azonosítások heves ellenérzéseket is kiváltottak, amik egyes 
időszakokban és helyeken majdnem teológiai jellegű vitákra és ítéletekre vezet-
tek. Űgy gondolom, hogy minden olyan szimplifikáció, amely nem bármelyik 
pillanatban eldobandó hipotézisként kezelhető, erősen tudománytalan. A 
számítástechnikusok, neurobiológusok és pszichológusok türelmes, előítélet-
mentes párbeszédére van szükség. A kölcsönös analógiák ezekben a munkák-
ban eddig nem afelé vezettek, hogy egyértelmű megfeleltetéseket végezhetünk, 
és rendkívül messze vagyunk attól, hogy e három terület egymással való szer-
ves összefüggéseit feltárjuk, akár a neurobiológusok mikrostrukturális tényeit 
a pszichológia makroeredményeivel hozhassuk kapcsolatba, akár az emberi 
információfeldolgozás lényeges processzáló eljárásait képesek legyünk forma-
lizálni. Ugyanakkor a haladáshoz feltétlen szükséges fogalomalkotásban, így az 
információ és vezérlés elvi kérdéseinek tisztázásában, valamint a kísérleti 
technikában le nem kicsinyelhető közös eredmények születtek. 

A következőkben néhány példát szeretnék ismertetni a jelenlegi helyzet-
ről a mi tudományterületünk szemszögéből nézve, ezek között egy-két saját 
tapasztalatot is. A mi munkánk felől nézve az emberi agytevékenység legizgal-
masabb területe a látás. Az emberi információbevitelnek ez az egyik legfonto-
sabb formája és a neurológusok és pszichológusok egyaránt kedvelt kísérleti 
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célja. A mi feladatunk háromdimenziós tárgyak gépi felismerése, ennek eddigi 
leegyszerűsített menete a következő: 

A gép a tárgy képén felületeket határoló éleket és összefüggő felületeket 
keres, megállapítja ezek főbb geometriai jellemzőit és egymáshoz való kapcso-
latát. Ebből építi fel a tárgy hierarchiáját, amit a tárgyról alkotott előző 
ismeretanyaggal vet össze. Ez a hierarchia természetesen már az emberi abszt-
rakció élőmunkájából készül. Vico ezt zseniális felismeréssel a feje tetejére 
állítva vette észre: a dolgok csak Isten számára testek, az ember számára csak 
felületek. A roppant egyszerűnek tűnő gondolatmenet nehézségekkel terhes 
úton realizálódhat. Ezeknek a nehézségeknek két csomópontja van. Az egyik 
a zaj. tehát az a körülmény, hogy a beérkezett információ nem pontos. A 
másik bajunk az. hogy a tárgyaknak a nézőponthoz és egymáshoz viszonyított 
helyzete rendkívül sokféle lehet, így a tárgyak mindig másképp látszódnak, 
más-más részleteik takartak. Az indefinitség és a komplexitás valósága tehát 
az egyszerű gondolkodás és eljárások fő ellensége. Számunkra is megdöbbentő 
volt, hogy a televíziós képcsövön látott, tehát már kétdimenziós tárgykép, 
amit az emberi agy — bármilyen elmosódott is — könnyen fel tud ismerni, 
mennyire megfoghatatlan nehézséget okozott a gépi feldolgozásnak, mennyire 
kevés információt tudott szolgáltatni annak eldöntésére, hogy mit látunk. í g y 
számunkra jól érezhető volt az a látáspszichológusok által közismert tény. 
hogy az emberi képfeldolgozás minden egyes fázisa szorosan kapcsolódik a már 
tárolt emberi ismeretanyag segítségéhez. Csak így érthető ineg, hogv agyunk 
viszonylag szegényes információ alapján is gyors és határozott döntést hozhat. 
Ez a rendkívül nagy. tanult tudásanyag, ami a percepció minden fázisát vezérli 
és ami a gépi megoldások számára ma még bizonyosan elérhetetlen. Jellegzetes 
példa az a feltevés, hogy az optikai csalódások nagy részét a két dimenzióban 
látott elemek képzeletbeli háromdimenziós interpretációja hozza létre. Az agy 
a maga feldolgozó munkájában nehezen tud az előítéletektől megszabadulni, 
amely előítéletek egyébként legfőbb támaszai a megértésnek. Hasonló mecha-
nizmusok működnek az általam említett másik akadélynál. Kellő előismeret 
nélkül a gép kénytelen az összes lehetséges variánst végigdolgozni, tehát az elő-
feldolgozás alapján kapott körvonalképet és felületkonstrukciót minden lehet-
séges tárgy minden lehetséges kombinációjával, nézetével összehasonlítani. 
Heurisztikát, azaz kihagyásos, gyors kereső módszert akkor alkalmazhatunk, 
ha előzetes ismeretanyagra támaszkodhatunk, hipotéziseket készíthetünk. Von-
ható tehát bizonyos analógia a több szintes, vezérelt információbevitel — 
tárolás — feldolgozás gépi és emberi folyamatai között. Kezdettől világos, 
hogy az emberi agy működése sokkal párhuzamosabb jellegű, mint az eddig 
konstruált számítógépek, e párhuzamosság megközelítésére azonban csak vér-
szegény modelljeink vannak (holográfikus modell, sejtautomaták stb.), pedig 
ezek a neuiális párhuzamos processzorok teszik lehetővé az igazi lényegki-
emelő információszűrést. Maga a processzor — memória analógia sein szimpli-
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fikálható. Űgy tűnik, hogy a biológiában lényeges a procedurális tudás, amely-
nek pontos fiziológiai mechanizmusa szintén nem világos. Kísérletsorozatot 
végeztek egy-egy bonyolultabb térbeli alakzat különböző szöggel való elfor-
gatásával és mérték, hogy a megfigyelő mennyi idő alatt ismeri fel az azonos-
ságot. A tapasztalat az elforgatás mértékével nagyjából arányos időt mutatott , 
ami arra utal, hogy az agv a forgatást „lejátssza", nemcsak a képek, hanem 
eljárások is rögződnek. A vizuális cortex háromdimenziós elrendezésének, tehát 
a háromdimenziós képeknek az agyban is valahogyan térbeli reprezentációja 
következményei sein világosak még. Sejtjük, hogy az agy a tárgyak formáit 
azok mozgásképeiből is következteti , a háromdimenziós kép nűntegy merev 
testként mozog az agyi reprezentációban az emberi felismerés folyamán. A más 
élőlényeken végzett látásvizsgálat mind arra utal, hogy a processzálásoknak és 
reprezentációknak az emberi magatartástól sokszor erősen különböző formáit 
fejlesztették ki, amelyek az ő életműködésükben fontosak. Ez a filogenetikai 
fejlődés változataival szemben talán nagyobb sokoldalúság arra utalhat, hogy 
az agytevékenység természeti rögzítettsége a legkisebb, azaz ami ennek sokkal 
pozitívabb duálja: a legmagasabbrendű idegitevékenység biztosítja a fajta és 
az egyén számára a legtöbb szabadságfokot. Nem véletlen, hogy a mesterséges 
intelligencia is valamerre e szabadság felé halad: a software és hardware 
szabad kombinációja, nem determinisztikus belső programvezérlések, az infor-
mációk és eljárások kölcsönös felcserélhetősége, az egyes eljárások egymást 
n< m hierarchikusan is módosító kölcsönhatásai. Az egyes bonyolult eljárások 
kapcsolói, váltói önmagukban is bonyolult eljárások. A modellben az nem vilá-
gos, hogy az automatikussá vált és a még nem automatikus, de azonos feladatú 
eljárások funkcionálisan mennyire válnak szét. 

Még egy példázat az emberi látásról, amit egyik kiváló keramikusunktól, 
Gádor Istvántól hallottam: az embereket a képzőművészek tanítják látni; 
a XYIII . és a X I X . század elejének sötét, zöld-barna tónusai az akkori látás-
világot tükrözték, az impresszionizmus tanított a szabad levegő élénk színeire, 
mai környezetünk szép, színes világa, az erre feltámasztott érzékünk és igé-
nyünk a század első felének képzőművészeti és ipari forradalmának együttes 
eredménye. 

A kontextus alapján történő feldolgozásnak másik két szép példája a 
beszéd-felismerés és a sakk-probléma. A beszéd-felismerés az a terület, ahol a 
mesterséges intelligencia kutatók talán legnehezebben jutnak előre, 15 — 20 
évvel ezelőtt elért néhány 10 szavas szótár felismerését még a legnagyobb és 
leggyorsabb gépekkel is alig tudták a 100-as határ fölé emelni. A nehézség 
világos számunkra akkor, ha meggondoljuk, milyen feladatot adnánk egy 
gyorsírónak, ha számára ismeretlen nyelven közvetített telefonüzenetet kellene 
feljegyeznie. Megint a feldolgozás és felismerés összehangolódott és szét nem 
választható mechanizmusával állunk szemben. A sakk-probléma triviálisnak 
tűnne ezekhez viszonyítva, hiszen jól formalizálható. A mai gépi megoldások 
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azonban nem annyira az egyszerű logikai lépésekből leszármaztatható straté-
giák felé mutatnak, hanem igyekeznek emberi stratégiákat tanulmányozni és 
azokat átvinni gépi formalizmusba. Megjegyzem, hogy roppant koncentrált és 
nagy háttérrel megvalósított eredmények a körülbelül 2000 — 2100 pont köré 
hozták fel a legjobb gépi programokat, tehát legfeljebb egy gyenge mester-
jelölt szintjére. 

A múlt évben — némileg provokáló szándékkal — publikáltak egy fény-
képfelvételt , amely megmutatja, hogy a legkorszerűbb áramköri rajzolat-
készítő technikával körülbelül egy nagyságrenddel nagyobb lineáris sűrűséget 
lehet elérni, mint amit a neuronális alakzatok mutatnak, ami a gépi meg-
oldások optimistáinak egyszerű extrapolációjával bárom dimenzióban három 
nagyságrendet jelent. Teljesen világos, hogy az agyi komplexitás mélyebb 
szinteken van, részben ott, hogy a neuron nem egyszerű logikai elem, hanem 
önmaga is egy bonyolult, adaptív és tanuló processzor, a neuronális kap-
csolatok pedig szintén mutatnak adaptív és tanuló tulajdonságokat. A 
gépi percepció lassú, de kétségtelen előrehaladása naponta szolgál számunkra 
újabb bizonyítékokkal ahhoz a tulajdonképpen jól érzett tényhez, hogy az 
emberi percepció útjait, lehetőségeit és korlátait még nagyjából sem ismerjük. 
Ez az oka annak, hogy minden korábbi tudományos optimizmussal szemben 
ma is a mélyen szubjektív a racionálisabb, azaz az emberi agy által végzett 
szubjektív feldolgozások, ítéletek, felismerések — egyes jól számítható esetek 
kivételével — sokkal megbízhatóbban összegezik a jelenségeket, mint abszt-
rakt sémáink leegyszerűsítő és az általunk nem ismert részleteket elhagyó, 
voluntarista vagy tudattalan, vélt racionalizmusa. 

Mi a tanulság mindebből? A műszaki gyakorlatban az antropomorf és az 
antropomorftól magukat elhatároló gondolkodásmódok kezdettől fogva küz-
döttek. Ebben sem szabad semmiféle előítéletet táplálnunk. Nincs bizonyítva 
az sem, hogy a gépi megoldások optimális vagy lehetséges útja emberi analó-
giákra épülhet-e, és fordítva, bogy milyen mértékig modellezhető vagy nem 
modellezhető az emberi agy gépi eszközökkel. Jóslásokba sem szabad bocsát-
koznunk, mert nem ismerjük sem a határokat, sem a lehetőségeket. A legfon-
tosabb tanulság tehát az előítélet-mentes további kutatás. Az világos, hogy 
a jelenleg ismert technikai eszközökkel az emberi agytevékenység számos funk-
ciója nem közelíthető meg. Másfelől azt is látjuk, hogy nagyon sok emberi, 
szellemi munkával végzett tevékenység géppel máris jobban végezhető. Az 
ember és gép, a műszaki-matematikai, a neurobiológiai és pszichológiai mód-
szerek szimbiózisa tehát tartós lesz, a szintézisek pedig legjobb esetben hasznos 
közbenső lépcsőfokai a haladásnak. 
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P O T E B i o f i z i k a i In téze t , P é c s 

Mindenekelőtt a magyar biofizikusok nevében szeretném nagy örömömet 
kifejezni afelett, hogy hazai fizikus kollégák legjobbjai ilyen élénk és aktív 
érdeklődésüket fejezték ki a biofizika iránt — ülésszakunk keretében — és 
készek igen értékes fizikai metodológiai fegyvertárukat biológiai kérdések meg-
oldására felsorakoztatni. Különösen örvendetes ez a t ény akkor, ha látjuk azt 
a nagy kontrasztot is, amelyet a mostani helyzet az ötvenes évek elejéhez 
viszonyítva jelent, hiszen — az i t t lévő generáció még élénken emlékezhet rá — 
akkor arról kellett vitatkoznunk az akadémián belül is, hogy egyáltalán önálló 
tudomány-e a biofizika. 

Igaz, hogy az elmúlt 2 — 3 évtized alatt a biofizika világszerte ugrás-
szerű fejlődésnek, sőt — nem költői túlzás ha azt mondom — virágzásnak 
indult. Jellemző példának csak azt a tényt ragadom ki, hogy az 1960-tól 70-ig 
tartó évtizedben 6 kutató , ill. kollektíva kapott biofizikai kutatási eredményért 
Nobel-díjat, továbbá ezen periódus alatt szaporodott fel a biofizikus kutatók 
száma a pár százról több mint 10 000-re. 

Talán nem szerénytelenség megjegyezni, hogy a hazai biofizikai kutatás 
magvát alkotó kevés számú kutató, Ernst Jenő vezetésével időben és helyesen 
ismerte fel a biofizika fontosságát és számos fejlett országot megelőzve erőtel-
jesen harcolt a hazai biofizikai kutatás lehetőségeinek megteremtéséért. 

A Tisztelt Szervező Bizottságtól azt a feladatot kaptam, hogy a biofizika 
távlati lehetőségeiről szóljak. Ez a feladat egyrészről nagyon könnyű, hiszen 
nincs a fizika és technika fejlődésének egyetlen ága a magfizikától a szilárdtest 
fizikáig, sőt kozmológiáig, mely előbb-utóbb ne eredményezhetne jelentős bio-
lógiai felfedezést, másrészt nagyon nehéz a feladatom, mert ilyen rövid idő alatt 
ha teljességre kívánnék törekedni, csak címszavak felsorolását kellene tennem 
egész előadásom során. 

Feladatomat úgy próbálom megoldani, hogy nem futurológiai távlati 
lehetőségekből, hanem a századfordulóig felhasználható már csíráiban valahol 
megindult fejlődési irányokról kívánok egy csokrot kötve bemutatni, vállalva 
a válogatással járó szubjektivitás ódiumát is. 

Legyen szabad felhívnom a f igyelmet arra az örvendetes tényre, hogy 
jelenleg a fizika lehetőségei és a jól megfogalmazott, megoldandó biológiai 
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problémák számarányát illetően jelentős fordulatnak vagyunk szerencsés 
szereplői, hogy — biológus szemmel nézve — a bőség zavarával küzdünk. Az 
1900-as évek első éveiben az Ergebnisse der Physiology évente két kötetben 
jelent meg, Biophysika, ill. Biochemia és Physiologia. Azidőtájt a fizika még 
kevés olyan ismerettel, ill. módszerrel tudott a bonyolult élő rendszerekhez 
nyúlni , amely eredményre vezethetett volna, ennek következtében pár évi 
próbálkozás után a biophysika sorozat el is halt, hiszen az akkor felfutó kémiai 
lehetőségekkel nem versenyezhetett . Századunk fizikájának ragyogó ered-
ményei ma már mondhatom, hogy elvileg kimeríthetetlen lehetőséget biztosí-
tanak a biológusnak az alkalmazásra és az eredményes alkalmazás a legtöbb 
esetben attól függ, hogy sikerült-e a technikának a szóbanforgó fizikai elvet 
stabilisan és könnyen hozzáférhetően a biológiai mérésekre alkalmassá tenni. 

A konkrét lehetőségeket az 1. ábrán látható 4 csoportban kívánom össze-
foglalni: 1. magfizikai módszerek, 2. spektroszkópiai módszerek, 3. szilárdtest-
fizikai módszerek, 4. computer-mikroelektronika. 

ad 1. Magfizikai módszereket az alábbi csoportosításban kívánom tár-
gyalni: 

1. Magfizikai módszerek 

a ) magsugárzások felhasználása 
b) részecskegyorsítók sugárzása 
c) Mössbauer-effektus. 

a) A természetes és mesterséges izotópok sugárzásának felhasználása — 
bár nem új — de még számos új ötletes felhasználási lehetőséggel bír a biológiai 
alapkutatás számára, de különösen az alkalmazásban az orvostudomány és a 
mezőgazdaságtudomány számára. A fejlődés elsősorban a rövid felezési idejű 
és kis energiájú izotópsugárzásnak az elektronika fejlett módszerei révén hozzá-
férhető diagnosztikai fejlesztése tartogat még jelentős lehetőségeket. Az élő 
sejtbe inkorporált izotópok sugárzásának scintilláció révén az életfunkciókban 
való követése perspektivikus új nyomozó eljárásnak látszik, de a klasszikus 
Elmi radioautográfia is tartogat még kihasználatlan lehetőségeket a sejtek-
vírusok és makromolekulákban való lokalizációs feladatok megoldásában (1. 
ábra). 

b) A részecskegyorsítók sugárzásának felhasználása már eddig is számos 
tíj eredményt hozott, de — mint azt Berényi Dénes részletesen ki fogja fejteni 
— még számos további lehetőség vár hasznosításra. 

Itt konkrét feladatként szeretném megemlíteni az izomkontrakcióban 
szereplő fehérjék X-sugár spektrumának msec-os időfelbontással való követé-
sét. Nyugat-Európában és az Egyesült Államokban is jelentős erőfeszítések 
folynak ezirányban. 
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Igen érdekesnek ígérkezik a Hamburgi D E S Y W. UV, UV és látható 
fénysugárzásának a biomolekulák fluktuációs változásának követésére való 
felhasználása. Ez a gyorsító képes nanosecundumnál rövidebb (140 psec) igen 
nagy intenzitású impulzusokat adni — kb. psec — gyakorisággal. Ma már ki-
fejlesztették azt a szükséges elektronikát, melynek segítségével n a g y időbeli 
felbontásban elemezhetjük a molekulák fluorescens sugárzását is, melynek 
segítségével a nanosecundum psec alatt lejátszódó molekuláris intramole-

1. ábra. А К a t o m o k l o k a l i z á c i ó j a a h a r á n t c s í k o l t i zomban . E l e k t r o n m i k r o s z k ó p o s fe lvéte l 
10 0 0 0 n a g y í t á s 

kuláris rotációs stb. mozgásokat n y o m o n tudjuk követni . (Damjanovich kol-
léga remélhetőleg a közeljövőben részt tud venni e kísérletekben). 

c ) A gammasugár spektrometria a Mössbauer effektus tanulmányozása 
révén már számos fontos megismeréshez segítette a biológusokat is. Mivel a 
biológiai jelenségekben az anorganikus ionok szerepe egyre nagyobb jelen-
tőségre tesz szert, különösen az enzimek anorganikus kulcsatomjainak kötés-
viszonyairól még sok új felvilágosítást adhat e módszer. A számbajövő legfon-
tosabb i lyen atomok: Fe 5 7 , Ni61, Zn157, Sn119, J129, Au167 , de a méréstechnika fej-
lődésével lehetőség adódhat más gammasugárzók alkalmazására is. 

a) X-sugár mikroanalízis tulajdonképpen nem a jövő módszere, hiszen 
commerciálisan kaphatók elég jó X - r a y mikroanalyzerek, melyek a karak-
terisztikus rtg. sugárzás segítségével identifikálják az atomokat az ELMI 

2. Spektroszkópiai módszerek 
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metszetben mintegy 1 u3 térfogatban, mintegy 10 16 g tömeg felbontóképes-
séggel. A módszer folyamatosan fejlődik, biztosra vehető, hogy ez az elvileg és 
gyakorlatilag már kidolgozott metodika további javítása érzékenységének 
növelése révén rutinszerűvé válhat és a medicina, valamint a mezőgazdaság-
tudomány gyakorlati problémáinak hasznos segítője lehet. 

b) A fluorescens spektroszkópia felhasználhatóságáról az előző pontban 
már szóltam és Damjanovich kolléga is szép példákat említett. E módszer al-
kalmazása tulajdonképpen összefügg az elektronika fejlődésével, hiszen ez 
teszi lehetővé a sejten belüli méretek egyre növekv ő térbeli, ill. időbeli felbon-
tását . A fluorescens fény polarizációs tulajdonságainak mérésével együtt még 
hosszú időn keresztül hasznos segítőnk lesz e módszer. 

LOCK-IN ERŐSÍTŐ 

2. ábra. A f o t o a k u s z t i k u s s p e k t r o m é t e r váz lata 

c) Az egész spektroszkópiát forradalmasította a lézersugárzás befogása 
biológiai problémák megoldásába. A sugárzás homogenitása, koherenciája, 
igen nagy intenzitása különösen alkalmassá teszi alkalmazását a spektroszkó-
piában, de azon kívül is. A lézerspektroszkópia ma már új ága magának a 
spektroszkópiának is, lézer-Raman és lézer f luorescens spektroszkópia, spektro-
polarimetria beláthatatlan új lehetőségeket kínál. De a lézer — mint sugárforrás 
fotolízis, fotoszintézis, továbbá fotodinamiás effektusok vizsgálatában szintén 
új utakat nyit meg a biológus számára is. 

Nagyon érdekes és — véleményem szerint — a biológia számára sok új 
lehetőséget tartogató módszer a fotoakusztikus spektrometria. E módszernek 
lényege, mint a 2. ábra mutatja, hogy az objektumot jól definiált fényimpul-
zusok érik és a fotoakusztikus cella falába épített akusztikus mikrofonok segít-
ségével a fényimpulzus hatására bekövetkező nyomáshullámot (hangot) anali-
zálhatjuk. A biológiai objektum struktúrájára, ill. struktúra változásaira, a hő-
vezetési , hőtágulási, abszorpciós és egyéb adatokból vonhatunk le következ-
tetéseket. Külön nagy előnye a módszernek, h o g y teljesen natúr körülmények 
között képes a vizsgálat elvégzésére. 
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Az alapkutatási problémák mellett a lézer praktikus alkalmazása is 
egyre terjed, a szemészetben teljesen megoldott a lézer-kauter alkalmazása, a 
fül-orr-gégészetben és idegsebészetben is már csak tökéletesítés néhány meg-
oldatlan problémája hátráltatja a széles körben való elterjedését (C02-lézer). 

d) A mikrohullámú spektrometria, elsősorban a E P R és NMR már év-
tizedek óta rendszeres segítőtársa a biológiai kutatásnak. Az eljárás lényege, 
hogy a molekula kinetikai energiájával kisebb energiák abszorpcióját úgy tud-
juk vizsgálni, hogy a paramágneses molekulákat, ill. atommagokat proton, C13, 
P 3 1 mágneses térrel — mintegy — fixáljuk. Kötetszámot tölt meg ma más 
e fontos módszer alkalmazásával nyert biológiai eredmények leírása, mégis a 
jövő lehetőségei közé is sorolom, mert még számos kiaknázatlan lehetőség rejlik 
benne. Úgy gondolom, hogy a farmakológiai és mezőgazdasági kutatásnak 
bátrabban kellene e módszer fejlesztésével törődnie. Csak kiragadom a spin-
label módszert, mely a stabil szabadgyök (főleg nitroxid) megfelelő biológiai 
molekulához való kötődése révén lehetővé teszik a kérdéses molekula elhelyez-
kedésének, mozgásának, rotációjának, fluktuációjának tanulmányozását. 
Talán nem mindenki tudja a t isztelt jelenlévők közül, hogy a POTE-n Hideg 
Kálmán szintetikus kémiai csoportja mai napig már több mint 400 ilyen spin-
label molekulát készített el, melyet a R E A N A L ma már számos nyugati és 
szocialista országba exportál. 

3. Szilárdtestfizikai módszerek 

Kissé könnyebb a helyzetem e fejezet tárgyalásánál, mert néhány évvel 
ezelőtt e területet már áttekintettem és publikáltam is. A kérdés lényege, 
hogy a legtöbb biológiai anyag, struktúrájának szabályos elrendezettsége miatt 
kvázi-kristályos anyagként fogható fel, ugyanez áll a legtöbb biológiailag fontos 
makromolekulára is, i lymódon a szilárdtestfizika módszereit alkalmazva 
számos új ismerethez jutottunk, ill. juthatunk a jövőben is. A legfontosabb 
módszercsoportok az alábbiak: 

a ) Mágneses tulajdonságok mérése — lényegében teljesen feltáratlan 
terület, de az előzőekben ismertetett paramágneses módszerek sejtetni engedik, 
hogy a biológiai anyagról szóló ismereteknek milyen feltáratlan őserdeje kínál-
kozik felkutatásra ezen irányzat révén. A szilárdtestfizika fegyvertárából itt 
csak a neutrondiffrakciós módszerek alkalmazhatóságára hívom fel a figyel-
met, mely a termikus sőt az ultrahideg neutronok segítségével számos váratlan 
információt adhatnak biológiai anyagokról is. 

b) A biológiai anyag elektromos (félvezető) tulajdonságainak vizsgálata 
kimeríthetetlen új lehetőségeket ígér. Biológiai érdekessége miatt talán két 
speciális kérdést emelnék ki, a Gunn-effektus tanulmányozását, továbbá a 
Hali-effektus mérését. 
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A Gunn-effektus tanulmányozása elvileg lehetőséget ad az érzékszervi 
receptorok ún. generálpotenciál impulzus kódoló jelenségére, mely az érzék-
szervi működések alapvető problémáját oldaná meg. 

A Hali-effektus mérése biológiai rendszerekben eddig nem volt meg-
valósítható, hiszen a biológiai kvázikristályos struktúra szigeteket egy ion-
vezető tenger veszi körül. Úgy látszik, hogy megfelelő elektronikai trükkökkel 
mégis megközelíthető a kérdés (lock-in erősítők), ami a biológiai rendszerben 
szereplő töltéshordozók kvalitatív és kvanti tat ív viszonyairól alapvetően fon-
tos információt adna. 

c ) Fázisátalakulások mérése. E g y nagyon heterogén biológiai rendszer-
ben, de pl. egy egyszerű membránban is nagyon fontos tudni, hogy milyen 
fázisok léteznek, s ezek milyen külső körülmények (pl. hőmérséklet, nyomás) 
alakulnak át. A szilárdtestfizika eredményesen alkalmazza a hiperultrahang 
(gigaherz) terjedésének, csillapodásának mérését, ilyen folyamatok mechaniz-
musának tanulmányozására. A klasszikus mikrokalorimetria is nagyon fontos 
módszer, az elektronika és a transzducerek érzékenységének növelésével a 
mikrokalorimetria továbbra is fontos eszköze marad a kutató biológusnak a 
konformációváltozások követésében. 

d) Az elektronspektroszkópia együtt kisenergiájú elektrondiffrakció 
méréssel egyre érzékenyebb, stabilabb és könnyen használható módszerei a 
szilárdtest kutatásnak, j övő jelentőségük nyilvánvaló a biológiában is. 

4. Komputer és mikroelektronika alkalmazása 

Valójában ma már kevés olyan biológiai mérőmódszerünk van, mely 
elektronika és komputerizáció nélkül működne. A mérési érzékenység és az 
effektusnak a zajszintből való kiemelése a jövőben is egyre fokozódó jelentő-
ségű lesz. 

Legfontosabb alkalmazási területek az alábbiak: 
a ) Kvantumkémiai módszerek, 
b) Kísérleti görbék analízise, 
c ) Komputer tomográfia, 
d) Mikroprocesszorok alkalmazása. 
a b) A sorozat következő két előadása a „kvantumkémiai módszerek" 

és a számítógépes „kardiológiai módszerek" kiváló bizonyítását fogják adni 
a biológiai kutatás komputerizációja hasznosságának és nélkülözhetetlenségé-
nek. Kissé bővebben kívánom érinteni a komputer tomográfia és a mikro-
processzorok alkalmazásának kérdését. 

c) A komputer tomográfia, azaz a rtg. rétegfelvételek komputerrel való 
összegezése és felerősítése ma már rutin orvosi módszer s remélhető, hogy pár 
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éven belül hazánkban is általánossá válik. Igen fontos és érdekes a biológiai 
kutatás számára a high voltage ELMI. amely kb. 10е Y feszültségű elektronnal 
aránylag vastag metszetet tud „átvilágítani" és CT segítségével a sejtorga-
nellumoknak azelőtt soha nem képzelt térbeli képét megadni. Remélhető, hogy 
a módszer költségei a technikai fejlődés révén elérhetővé teszik a hazai kutatás 
számára, ill. sikerül tovább tökéletesíteni, kétségtelenül új távlatok nyílnak 
a citológiai, vírus, fág, interferon stb. kutatásban. 

d) Mikroprocesszorok alkalmazása. A mikroprocesszor (/iP) a mikro-
elektronika fejlesztésének az utolsó évtizedben kifejlesztett elemei: igen kis-
méretű (integrált áramkör) tokban elhelyezett sokezer elemi áramkörből logi-
kai áramkörrendszer, mely egy számítógép központi egységére jel lemző fela-
datokat tud ellátni. Tulajdonképpen a modern technika egyik csúcsát jelentik, 
alkalmasak folyamatok irányítására, méréssorozatok elvégzésére és kiértéke-
lésére. Az előrejelzések szerint nagyon gyorsan el fognak terjedni világszerte. 
Itt most azért említem a ^P-ok alkalmazását, mert — az utóbbi időben — elő-
térbe került a tudományos munka hatékonyságának kérdése is. Bizony a leg-
több biológiai kísérletben munkánkat, méréseinket sokszor igen primitív, időt 
rabló, rossz hatásfokú módszerrel végezzük. A ^iP-ok alkalmazását előbb-
utóbb meg kell tanulnunk, ezzel talán sikerülni fog a tudományos kutató-
munka „termelékenységét" fokozni. 

Mint előadásom elején említettem, a fizika és a fizikai elvek technikai 
megvalósulásának hatalmas eredményei révén valóban a bőség zavarával küz-
dünk. Tulajdonképpen az anyagi és technikai lehetőségeink szabják meg, hogy 
a fizika eredményeiből mit, mikor és mennyit alkalmazzunk a biológiai kuta-
tásban. 

Sajnálatos, de tudomásul kell vennünk, hogy a nagy költségigényesség 
miatt egyre gyakrabban az a helyzet adódik, hogy a meglévő fizikai metodi-
kához keresnek a kutatók biológiai témát és nem a biológiai probléma meg-
oldásához választhatják meg a metodikát. Nyi lvánvaló, hogy a diszciplínák 
közötti hazai és nemzetközi együttműködési lehetőségek kihasználásának jelen-
tősége a jövőben emiatt is fokozatosan növekedni fog. 

Amikor ismét elismeréssel szólok a hazai f izikus kollégák biológia felé 
való fordulásáról, legyen szabad kihangsúlyoznom, hogy ez a törekvés nem-
csak a biológusoknak jelent nagy előnyt és fejlődési lehetőséget, mert mint 
számos példa mutatja, nem egyszer a bonyolult biológiai rendszerrel való bir-
kózás segítette elő, illetve kényszerítette ki a fizikai metodika további fejlő-
dését, esetleg új fizikai felismerés megszületését. A biológiai elveknek fiziká-
ban, technikában való alkalmazása a bionika tudománya is ilyen kollaboráció-
ból született meg. 

A távlati lehetőségek gyakorlati oldaláról beszélve talán e helyen is szük-
séges lenne felhívni a figyelmet a hazai bionikai kutatás elmaradottságára. 
Meg vagyok győződve, hogy hazánkban megvan minden szükséges szellemi 
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kapacitás hasznos bionikai kutatás kialakítására, talán csak az aktivációs 
energia hiányzik, melyet a Magyar Tudományos Akadémiának kellene meg-
adni, hogy az elszigetelten tevékenykedő ilyen irányú szakembereket kritikus 
tömeggé összeszervezze. 

Meg vagyok győződve, hogy a Fizikai-, Orvosi- és Biológiai Osztályok által 
szervezett jelen előadássorozat nagy lendítőerőt fog adni ezen a téren is. 
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ELEKTRONSPEKTROSZKÓPIA: ŰJ LEHETŐSÉGEK 
A BIOLÓGIAI-ORVOSI PRORLÉMÁK KUTATÁSÁRA 

B E R É N Y I D É N E S 

M T A A t o m m a g k u t a t ó I n t é z e t , D e b r e c e n 

I. Új fizikai módszerek biológiai és orvosi alkalmazásairól beszélve úgy 
gondolom, azzal kell kezdenem, hogy a Szalay-iskola és intézetünk, az ATOMKI 
végső soron orvosi-fizikai intézetből nőtt ki. A Debreceni Egyetem Orvosi 
Karának Fizikai Intézetében kezdte el Szalay Sándor a 30-as évek második 
felében hazánkban a magfizikai kísérleteket és ugyancsak ő végzett munka-
társaival együtt Magyarországon először radioaktív nyomjelzőkkel orvos-bio-
lógiai kutatásokat. 

Ezt a hagyományt a mai napig folytatjuk intézetünkben. Hadd utaljak 
itt néhány, a közelmúltban elért eredményre, illetve folyamatban lévő mun-
kára: 

— In vivo kísérletek testnedvekben oldott gázok kutatására kvadrupól 
tömegspektrométerrel. 

— Műtőlevegő narkotikum tartalmának vizsgálata ugyancsak kvadrupól-
tömegspektrométerrel. 

— Légzésvizsgáló berendezés prototípusának kidolgozása a kilégzett 
levegő összetételének és a légzésfunkciónak a vizsgálatára. 

— A szervezet ólom terhelésének meghatározása a szőrzet ólomkoncent-
rációjának mérése alapján röntgenfluoreszcencia analitikai módszerrel. 

— A haj Ca tartalma és a szívinfarktus közötti összefüggés kiterjedt vizs-
gálata. 

— Vizsgálatok a röntgenfluoreszcencia analitikai alkalmazására a pajzs-
mirigy diagnosztikában. 

— Van de Graaff-gyorsítóval végzett nyomanalitikai vizsgálatok szülészeti 
alkalmazása. 

Ez az a talaj és háttér, amelyben arról a módszerről, az elektronspektrosz-
kópiáról szeretnék beszélni, amely az utóbbi hat-nyolc évben került kifejlesz-
tésre intézetünkben, elsősorban V A R G A , K Á D Á R és mások eredményes fejlesztő-
kutató munkájának eredményeképpen. 

II . Mindenekelőtt talán ismertessük az elektronspektroszkópia, ponto-
sabban annak egyik legfontosabb válfaja a röntgen-gerjesztés fotoelektron-
spektroszkópia (elterjedt rövidítéssel: ESC A vagy X P S , esetleg: ESCA-XPS) 

MTA Biol. Oszl. Közi. 23 (1980) 



4 5 4 BERÉNYI DÉNES 

e lvét , illetve biológiai problémák szempontjából legfontosabb tulajdonságait 
és néhány jel lemző biológiai alkalmazását. 

Az elektronspektroszkópia különböző válfajai: az Auger-spektroszkópia 
(AES) , az ultraibolya-gerjesztéses fotoelektron-spektroszkópia (UPS), az elekt-
ron energiaveszteséges spektroszkópia (ELS) stb. és köztük az ESCA-XPS is 
már többé-kevésbé jól ismertek a magyar tudományos társadalom széles 
körében, számos magyar nye lvű cikk. tanulmány is megjelent róluk [2, 3, 4 
5, 6, 9, 13]. Egy alkalommal már egy akadémiai közgyűlés keretében a biológiai 
alkalmazásaikról is beszélt K E S Z T H E L Y I [14]. 

Az ESCA-XPS alkalmazása a fotoelektromos egyenleten alapszik 

E e = E x — Еь , 

amely szerint a fotoelektron energiája (Ee) a besugárzó röntgen foton ener-
giájától (Ex) és a kötési energiától (Еь) függ, azon az atomi héjon, ahonnan 
a fotoelektron kilépett . Ez a kötés i energia viszont függ a szóban forgó atom 
molekuláris környezetétől, kötési állapotától, és így ez a fotoelektron energiá-
jának eltolódásában tükröződik. 

Az ESCA-XPS módszer legfontosabb tulajdonságait biológiai problémák 
kutatásában a következőkben foglalhatjuk össze: 

— Felvilágosítást ad komplex molekulákban elhelyezkedő egyes kulcs-
szerepet betöltő atomok (hidak, központi fématomok stb.) vegyérték-
állapotára, elektronnegativitására, illetve egyáltalán kémiai szer-
kezeti beilleszkedésére, kötődési viszonyaira. 

— Lehetőséget nyújt felületi vizsgálatokra, egészen monomolekuláris 
rétegekben néhány százaléknyi atom kémiai viselkedésének tisztázá-
sára (pl. biológiai membránok). 

— Hasonló kémiai szerkezeti információt nyerhetünk mélységi eloszlás-
ban, azaz a biológiai objektum felületéről néhányszor 10, 100 \Tagy 
1000 Á távolságban ion-lebombázással, vagy anélkül. 

A módszer számos egyéb jótulajdonsággal is rendelkezik. í g y pl. Z = 2 
fe le t t minden elemre jó, beleértve a biológiailag fontos alacsony rendszámú 
elemeket (C, N , О stb.), általában roncsolásmentes (összehasonlítva pl. az 
Auger-spektroszkópiával) és kis minta-mennyiséget igényel (я^ gg). Igen sze-
l ek t ív (gyakorlatilag nincs interferencia a különböző elemek atomjaiból eredő 
spektrumvonalak között). Ugyanakkor a spektrum értelmezése lényegesen 
könnyebb, mint pl. az UV v a g y az IR esetében. Mindenesetre biológiai szem-
pontból hátrányos, hogy a mintákat nagy vákuum-térbe kell bevinni és bár 
bizonyos esetekben lehet fo lyékony anyagot is vizsgálni, általában a biológiai 
mintákat porított , lefagyasztott vagy adszorbeált formában kell preparálni. 
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Az elektronspektroszkópiai módszert általában is (beleértve az Auger-
spektroszkópiát, az UY gerjesztésű fotoelektron spektroszkópiát stb.) és 
konkrétabban a röntgengerjesztésű fotoelektronspektroszkópiát (ESCA-XPS) 
egyre kiterjedtebben alkalmazzák biológiai jellegű problémák kutatása során 
(lásd [1, 7, 8, 11]). í g y számos aminosav változatot, proteint vizsgáltak meg 
különböző kapcsolatokban, egyes gyököket helyettesítve. 

4 0 5 400 395 
— K ö t é s i e n e r g i a ( e V ) 

1. ábra. Az N l s v o n a l Z n ( p e n i c i l l a m i n ) 2 r ö n t g e n - g e r j e s z t é s e s f o t o e l e k t r o n s p e k t r u m á b a n [10] 

a k o m p l e x m o l e k u l á t ó l 

A nagyszámú vizsgálat közül a következőkben három példát mutatunk 
be az előzőekben kiemelt biológiailag legfontosabbnak ítélt tulajdonságnak 
megfelelően, illetve azok illusztrálására. 

A Zn(penicil]amin)2 N(ls) fotoelektron vonalát, azaz a nitrogén atomok 
ls héjáról a Mg K a röntgen sugárzás által kiváltott fotoelektronoknak meg-
felelő vonalat mutatja az 1. ábra. 

A vonal összetett jellege bizonyítja, hogy a komplex molekulában a 
nitrogén atomok különböző kémiai környezetben fordulnak elő. A mélyebb 
analízis kiderítette, hogy az N atom a szóban forgó komplex molekulában két 
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különböző funkcióban szerepel: szabad amin és HN + H2, ún. zwitter-ion for-
mációban. 

Egy másik munkában azt a feltevést vizsgálták meg az X P S módszer 
felhasználásával, hogy emlős állatok sejtjei esetében a rosszindulatú sejt-
transzformációt a sejt felületén bekövetkező változások kísérik-e. Sikerült ki-
mutatni , hogy ezen sejtek n é h á n y nm-nyi felületi rétegében a transzformált 

Ar S Cl P S P TI К 
2 p 2s 2 p 2 s 2 p 2p 4f Au 3 s 

K ö t é s i e n e r g i a ( e V ) 

2. ábra. K ü l ö n b ö z ő a t o m o k h o z t a r t o z ó v o n a l a k v ö r ö s v é r t e s t e k f e lü l e t é tő l s z á m í t o t t k ü l ö n b ö z ő 
m é l y s é g e k b e n f e l v e t t X P s p e k t r u m b a n . A mérések k ü l ö n b ö z ő ré tegekre , m e g h a t á r o z o t t i d e i g 

tar tó A r - i o n bombázás u t á n t ö r t é n t e k , ú n . , , i o n - b o r o t v á l á s " u t á n [16] 

sej tek esetében kétségtelenül csökken az oxigén-nitrogén v iszony (lásd az 1. 
táblázatot). 

Vörös vértesteket (eritrociták) vékony f i lm formájában arany hátlapra 
fe lv ive és szukcesszive monorétegeket „leborotválva" róla argon-ion bombá-
zással , a különböző rétegek összetételéről kaptunk információt. A 2. ábra 
mutatja , hogy e g y bizonyos rétegben megjelennek a tallium atomok. Feltehe-
t ő l e g a bizonyos membrán mélységnél jelentkező Tl-nak az ion-transzport 
jelenségnél v a n szerepe. Az utólagos mikroszkópos vizsgálat nem mutatta a 
sej t károsodását az Ar bombázás hatására. 
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1. t á b l á z a t 

O x i g é n a t o m o k n i t rogénhez v i s z o n y í t o t t a r á n y a Balb 3 T 3 A 3 1 H Y F 
s e j t e k (normál se j t ) é s M S W / M L V B a l b 3 T 3 A31 H Y F t r a n s z f o r m á l t 

v á l t o z a t u k fe lület i r é t e g é b e n [17] 

H ü Intenzitás Viszony 

Ols 85,0 
N o r m á l sejt 2 , 6 

N l s 53,3 

Ols 78,0 
N o r m á l sejt 2 ,5 

N l s 28,5 

Ols 76,0 
Transz formál t s e j t 2 .0 Transz formál t s e j t 

N l s 37,5 

Ols 59,0 
Transz formál t se j t 2 , 2 

N l s 26,2 

Megjegyzés: A k é t a d a t normál , i l l e tve a transzformált s e j t r e , kissé 
k ü l ö n b ö z ő preparálás i t e c h n i k á v a l k é s z ü l t m i n t á r a v o n a t k o z i k . 

III . Intézetünkben a már említett munkatársak kutató-fejlesztő mun-
kájának eredményeképpen az elektrosztatikus elektron-spektrométerek — 
amelyek a szóban forgó módszer szempontjából központi jelentőségűek — 
egész családja került kifejlesztésre, összesen hat ilyen spektrométer készült el, 
ill. van kivitelezés alatt (lásd a 2. táblázatot) . Valamennyi spektrométer alap-
vetően ún. henger-tükör típusú, ill. annak továbbfejlesztett változata. 

2. t á b l á z a t 

Az A T O M K I - b e n k i f e j l e s z t e t t e l ektrosz tat ikus 
e l e k t r o n - s p e k t r o m é t e r e k f ő j e l l emző adatai 

Elnevezés 
Energia 

feloldás1 
Energia t a r tomány 

felső határa 2 

E M E S E - 1 % 5 k e V 
E S A - 1 1 0 , 2 % 20 keV 
E S A - 1 2 < 0 , 1 % 19,5 keV 
E S A - 1 3 3 ~ 0 , 2 % 5 keV 
E S A - 2 1 4 ^ 0 , 1 % 15 keV 

1 F é k e z é s s e l a f e lo ldás k b . e g y n a g y s á g r e n d d e l j a v í t h a t ó . í g y p l . a z E S A - 1 1 e s e t é b e n 
0 , 0 4 % - o s f e l o l d á s t s ikerült e lérni . 

2 A z a l só h a t á r j e l e n l e g m i n d e n e s e t b e n n a g y s á g r e n d b e n 100 eV a l a t t v a n . 
3 K é t p é l d á n y v a n é p í t é s a l a t t . 
4 A s p e k t r o m é t e r r e l e g y i d e j ű l e g 13 k ü l ö n b ö z ő szögné l l e h e t a z e l ek tronok e n e r g i a 

s p e k t r u m á t f e l v e n n i . S p e c i á l i s a n g y o r s í t ó k m e l l e t t i m é r é s e k r e t e r v e z v e . J e l e n l e g ö s s z e á l l í t á s 
a la t t . 
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3. ábra. Az ATOMKI-ben készült két-fokozati'i henger-tükör típusú elektrosztatikus elektronspektrométer (ESA-11 elnevezésű) keresztmetszet i rajza [18j 
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Meg kell jegyeznem, hogy a nagyarányú fejlesztőmunka célja nem első-
sorban az anyagvizsgálati alkalmazás volt, hanem a jelenségek egy új területé-
nek kutatása. Ez a terület az ion-atom ütközések tanulmányozása gyorsítók-
nál, ill. azok energia-tartományában. Bombázot t célanyagokban létrejövő 
atomi folyamatokból kilépő elektronok spektroszkópiai vizsgálatáról van itt 
szó. 

4. ábra. А ш ш к a s p e k t r o m é t e r n e k a f é n y k é p e a m e l y n e k a k e r e s z t m e t s z e t e a 3 . á b r á n 
l á t h a t ó 

A továbbiakban bemutatok az intézetben épített, ill. tervezett e lektron 
spektrométerekből egyet-kettőt . A 3. ábra az ún. ESA-11 (amellyel az X P S 
mérések folynak az intézetben) keresztmetszetét, ill. a 4. ábra a fényképét 
mutatja [18, 19]. Az 5. ábra a most összeállítás alatt l é v ő ESA-21 metszet i 
rajza, amely egy egészen speciális hármas elektrosztatikus spektrométer és a 
gyorsítóknál tervezett méréseinknél lesz alkalmazva [20]. 

Ugyancsak bemutatok egy-két eredményt, amelyet az intézetben az 
ESCA-XPS vizsgálatokban értünk el. Bár ezek nem biológiai objektumokra és 
jelenségekre vonatkoznak, meg is mutatják azt a potenciált, amely e módszer 
vonatkozásában hazánkban kifejlesztésre került. 
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5. ábra. Három-fokozatú elektrosztatikus elektron-spektrométer metszet i vázlata . Speciálisan nukleáris gyorsítók mellett i kutatásokra 
tervezve [20] 
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6. ábra. Pt-felület elektrolitikus oxidációjának nyomonkövetése az XPS spektrum-
ban [15] 

5,0 

7. ábra. Cr és Fe, ill. ezek oxidjainak megfelelő vonalak intenzitásának viszonya az X P spekt-
rumban [12] 

Az első példa platina felület elektrolitikus oxidációjára vonatkozik [15], 
ahol az egész felületen lejátszódó fo lyamatot végig lehetett kísérni (lásd 6. 
ábrát). 

A másik rozsdamentes acélok vizsgálatával kapcsolatos [12]. Itt az 
derült ki, hogy ezen acélok kedvező felület i tulajdonságait a CrO néhány mono-
réteges bedűsulása okozza a felületen (lásd a 7. ábrát). 

Előadásomat azzal a megjegyzéssel zárnám, hogy a fenti insztrumentális 
és alkalmazott eredmények ellenére a módszer hazai alkalmazása biológiai 
problémák megoldása még várat magára. 

MTA Biol. Oszl. Közi. 23 (1980) 
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KVANTUMKÉMIAI MÓDSZEREK 

K A P U Y E D E 

B M E F i z i k a i I n t é z e t 
K v a n t u m e l m é l e t i K u t a t ó Csoport, B u d a p e s t 

A kv antumelméletnek a kémiában és a biológiában való alkalmazását 
kvantumkémiának, i l letve kvantumbiológiának nevezik. A kvantumelmélet 
alkalmazásának két oldala van. Egyrészt segítséget nyi í jt a mikroszkópos 
szintű jelenségek megértéséhez, másrészt lehetővé teszi, liogy fizikai és kémiai 
állandókat pusztán elméleti úton meghatározzunk. Az utóbbi aspektus a nagy-
kapacitású elektronikus számítógépek megjelenése u t á n került előtérbe, mi a 
továbbiakban kizárólag evvel foglalkozunk. 

Atommagokból és elektronokból álló mikroszkópos rendszerek állapotát 
egy W hullámfüggvény írja le, amely a részecskék koordinátáinak és az időnek 
függvénye. Ha ezt a függvényt ismerjük, kiszámíthatjuk a rendszer f iz ikai és 
kémiai állandóit. A rendszer lehetséges energiaállapotait leíró XFX hullámfügg-
vényeket a 

H Wx = E j F x 

ún. időtől független Schrödinger-egyenlet megoldásával határozhatjuk meg, 
amelyben E 0 , Ex, . . ., E„, . . ., a rendszer 0, 1, . . ., x, . . ., állapotainak ener-
giái. Ha az elektronok és az atommagok mozgását Born és Oppenheimer 
szerint szétválasztjuk, minden E„ energia a inagok koordinátáinak függvénye , 
és azt a potenciálteret írja le, amelyben, az adott állapotban, a magok mozog-
nak. Ennek minimumai felelnek meg a stabilis magelrendeződéseknek. Az 
egyenlet megoldása, vagyis a.4J

x hullámfüggvények és az E„ energiák meghatá-
rozása közelítő módszerekkel történhet. A közelítő módszerek közül kiemelked-
nek az ún. ab inició módszerek, amelyeket az jellemez, hogy a rendszer összes 
elektronját figyelembe veszik és az a tomi állandókon kívül nem használnak 
fel tapasztalati adatokat. A legfontosabb ab inició módszerek alapja az ún. 
függetlenrészecske- vagy Hartree — Fock-modell, a m e l y egy N-elektronból 
álló rendszer hullámfüggvényét determináns alakjában veszi fel: 

Vi ( l ) Vi(2) • • • Vi(N) 
I 

f H F = (N!) 2 det • Va(N) 

V N ( 1 ) V N ( 2 ) . • • VN(N) 

MTA Biol. Oszl. Közi. 23 (1980) 
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A determináns e lemei olyan yi-, függvények, amelyek egyetlen elektron koor-
dinátáitól függnek. Ezeket a függvényeket ú g y határozzuk meg , hogy a 'FHF 
hul lámfüggvénnyel számított EHF energia minimális legyen, ami akkor követ-
kezik be, ha a ^ - k eleget tesznek az ún. Hartree—Fock-egyenleteknek. Az 
utóbbiak egyelektron-egyenletek, ezért megoldásuk jóval egyszerűbb, mint 
a fenti Schrödinger-egyenleté. А yi-, egyelektron-függvényeket rendszerint 
i smert <Pp elemi függvények, ún. bázisfüggvények szerint sorba fejtik 

Ti = 2 C<V9V > 

és а с I(1 együtthatározókat határozzák meg (Hartree—Fock—Roothaan-mód-
szer). Általában minél több bázisfüggvényt alkalmazunk, annál pontosabb 
eredményt nyerhetünk, de a bázis növelésével n ő a számítási munka mennyi-
sége is. 

A Hartree — Fock-módszerrel nyert hullámfüggvény természetesen csak 
közelítőleg írja le a rendszer ál lapotát , mivel az elektronoknak csak „átlagos" 
kölcsönhatását vesz i figyelembe. Pontosabb leíráshoz f igyelembe kell venni az 
elektronok „pi l lanatnyi" kölcsönhatását is (elektronkorreláció) [3]. 

A Hartree — Fock-módszer alkalmazásához szükséges számítási munka 
rohamosan nő a rendszer elektronjainak N számával. Ezért nagyobb rend-
szerek tárgyalására olyan közel í tő módszereket alkalmaznak, amelyek nem 
vesznek f igyelembe minden elektront, illetve az atomi állandókon kívül más 
mér t adatot is felhasználnak (ún. félempirikus módszerek). Legismertebbek 
ezek közül a csupán a vegyértékelektronokat figyelembe v e v ő Extended 
Hückel , CNDO, I N D O , MINDO és PCILO módszerek [3, 6]. A nem ab inició 
módszerek kevesebb számítási munkát igényelnek, de csak kellő kritikával 
alkalmazhatók, mive l az eredmények kevésbé megbízhatóak. 

A kvantumkémiai módszerek alkalmazását a gépidőigényesség korlá-
tozza . A korlát azonban nem merev, mivel a számítástechnikai eszközök fej-
lődésével egyre nagyobb részecskeszámú rendszerek irányába tolódik el. Ma 
már több olyan módszerrel rendelkezünk, amelyekkel a biológiát és az orvos-
tudományokat érdeklő molekulák is tárgyalhatók elméletileg. Ilymódon olyan 
információkat nyerhetünk, amelyek hasznos, sokszor nélkülözhetetlen kiegé-
szítői a fizikai és kémiai kísérleti módszerekkel nyerhető adatoknak. Az alábbi-
akban, nem törekedve teljességre, bemutatjuk az alkalmazások jellegzetesebb 
példáit. 

A szabad (izolált) molekula tárgyalása felvilágosítást nyúj t a molekula 
alakjáról (geometriájáról vagy konformációjáról), amelyet akkor vesz fel, ha 
csak belső erők hatnak rá. Szobahőmérsékleten az atommagok kinetikus ener-
giája alacsony, t ehát az E„ potenciálfelületen nagy valószínűséggel a mini-
mumok közelében tartózkodnak. Meghatározván tehát Е^-t. mint a magkoor-
dináták függvényét , kijelölhetjük azokat a tartományokat a minimumok köze-
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lében, amelyben az atommagok tartózkodnak, vagyis megadhatjuk a molekula 
legvalószínűbb konformációját. Ex-t mint a magkoordináták függvényét szint-
vonalas térképekhez hasonlóan ábrázolhatjuk (ún. konformáció-térképek). 

H 0 
1. ábra. P o l i p e p t i d lánc r é s z l e t e . A k o n f o r m á c i ó t a beírt Ф, F, to, j f„ Xt< • • • s z ö g e k rögzí -
t ik . A k i i n d u l á s i h e l y z e t (0° ) c i sz -p lanár i s k o n f o r m á c i ó , poz i t ív s z ö g a z ó r a m u t a t ó j á r á s á v a l 
m e g e g y e z ő , n e g a t í v szög az ó r a m u t a t ó j á r á s á v a l e l l en té te s f o r g a t á s n a k felel m e g . A z ábra 

s í k j á b a n f e k v ő p e p t i d l á n c k o n f o r m á c i ó j a transz-p lanár i s (Ф = f = 180° ) 

Ф 
2. ábra. E l m é l e t i l e g ' s z á m í t o t t k o n f o r m á c i ó s „ t é r k é p " a l a n i n - s a v m a r a d é k o t t a r t a l m a z ó d i p e p -
t i d - m o d e l l r e . A m o d e l l - m o l e k u l a e n e r g i á j á t m i n t а Ф é s Ч* szögek f ü g g v é n y é t ( / , = 0 ) s z i n t v o n a -
las t é r k é p p e l á b r á z o l t u k . Az e n e r g i a z é r u s p o n t j á t a n n a k minimál i s é r t é k é v e l v e t t ü k a z o n o s n a k , 
a m e l y e t a t é r k é p e n keresz t te l ( + ) j e lö l tünk . A s z i n t v o n a l a k az a z o n o s energiájú p o n t o k a t 
k ö t i k ö s sze , és a z a lábbi e n e r g i á k n a k fe le lnek m e g : 1 = 4,2 k j / m o l , 2 = 12,6 k j / m o l , 3 = 

= 16 ,7 k j / m o l , 4 = 2 5 , 1 k j / m o l 

Az 1. ábrán feltüntettük a peptidlánc egy részletét, amelynek konfor-
mációját а Ф, W, со, %v x2s • • • szögekkel adhatjuk meg. A Ca jelű a tomokat 
metil csoportokkal helyettesítve, egyébként csak az ábrán feltüntetett atomo-
kat véve f igyelembe, alanin savmaradék esetén a 2. ábrán feltüntetett konfor-
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mációs térképet kapjuk. Noha a modell csak a közvetlen, űn. rövid hatótávol-
ságú kölcsönhatásokat veszi f igyelembe, a kísérletekkel összhangban álló ered-
ményeket szolgáltat [8]. 

A modell ebben a formában vákuumban lévő izolált molekulákat ír le , 
elhanyagolja azoknak a környezettel (pl. oldószermolekulákkal) való kölcsön-
hatását . Az oldószer hatására azonban a konformáció is megváltozik, ami el-

"N-
I 

-C, 

T. / 
- ( r -Q—=3H 

H A / 
! / ^ H 

-N 

H 
3. ábra. A h i s z t a m i n - k a t i o n k o n f o r m á c i ó j a 

H H H 

4. ábra. Vízmolekulák kötődési helyei a h isztamin-kat ionban 

méleti számításokkal is kimutatható. A hisztamin kation konformációját a 
Tx és r2 szögekkel rögzíthetjük (3. ábra). Elmélet i számítások szerint izolált 
állapotban legstabilisabb konformációja: gauche, т1 = 30° és т2 = —60° 
szögekkel. A hidratáció hatása elméleti számításokkal jól követhető. A hisz-
tamin kationhoz négy H , 0 kapcsolódik hidrogénkötéssel (4. ábra). Ezeket a 
molekula részeként figyelembe véve a számítások azt mutatják, hogy a kon-
formáció a v íz hatására lényegesen megváltozik: gauche (r x = i 6 0 ° , r2 = 
= ^ 6 0 ° ) és transz (тг = ± 3 0 ° , т2 = ± 1 8 0 ° ) minimumokat kapunk, az u tób-
biak tartománya nagyobb, ezért oldatban transz a legvalószínűbb konfor-
máció, megegyezően a kísérleti eredményekkel [9]. 

MT.4 Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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Jelenleg a fotoszintézisben szerepet játszó klorofill-származékok a leg-
nagyobb molekulák, amelyekre ab inició szintű vizsgálatokat végeztek. E z e k 
közül az 5. ábrán feltüntetett etil-klorofillid-a tartalmazza a legtöbb elektront: 
N = 340. A vizsgálatok hasznos felvilágosítást nyújtottak a f ény elnyelésében 
szerepet játszó molekulapályák energiájáról és töltéseloszlásáról [1]. 

A kvantumkémiai módszerek végtelen nagy rendszerekre is alkalmaz-
hatók, ha azok periodikusan ismétlődő egységekből épülnek fel. Ilyenek a bio-
polimerek (proteinek, DNS), amelyeknek elektromos vezetési tulajdonságai már 

régóta foglalkoztatják a kutatókat [13]. Az evve l kapcsolatos elméleti és kísér-
leti vizsgálatok már több mint 20 éve megindultak. A proteinek legegyszerűbb 
kétdimenziós modelljeiként szolgáló poliformamidra és poliglicinre végzett el-
méleti számítások a betöltött vegyértéksávok szélességére 2,0 eV és 1,2 eV, az 
üres vezetési sávok szélességére 1,7 eV és 1,7 eV, a két sávot elválasztó energia-
hézagra 9,0 eV és 4,7 eV értékeket adtak (lásd 6. ábra) [2, 4, 12]. A model l 
szerint a protein szigetelő, mivel túl nagy energiát kellene befektetni ahhoz , 
hogy a betöltött vegyértéksávból elektronokat vihessünk át az üres vezetés i 
sávba. 

Szent-Györgyi azonban posztulálja, hogy létezik a sejtben egy elektro-
mosan vezető protein, amely a légzési lánc részét alkotja. Elgondolása szerint 
ez a protein csak akkor vezet, ha töltésátviteli komplexet képez elektronak-
ceptor-vegyületekkel, mint például a metilglioxál. Az akceptor ugyanis elektro-
nokat von el a betöltött vegyértéksávból, az így létrejött lyukak miatt a rend-

14* MTA Biol. Oszl. Közi. 23 (1980 
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szer vezetővé válik. Ha azonban valami mia t t a komplex felbomlik, a protein 
elveszti vezetőképességét, vagy i s nem továbbí t ja már az elektronokat a légzési 
láncban, aminek az a következménye, h o g y a sejt egy primitívebb állapotba 
kerül, amelyben osztódását már semmi n e m korlátozza. Ez a hipotézis a rák 
ún. elektronelmélete [14]. Kazein esetén a vezetőképesség metilglioxál hozzá-
adására tör ténő növekedését kísérletileg is igazolták [7]. 

A biológiai folyamatokban nagy szerepet játszanak a nagy molekulák ún. 
gyenge kölcsönhatásai (elektrosztatikus, polarizációs, diszperziós). Ezek elméle-
tileg jól modellezhetők és kvantitatíve is számolhatók. A racionális gyógyszer-

1,7 eV 

90 eV 

2,0 eV 

svezetes i sav 

-vegyér téksáv 

1,7 e \ 

4,7 eV 

1,2 eV 

poi i tormamid po l i g t i c i n 

6. ábra. P o l i f o r m a m i d és p o l i g l i c i n elméleti s z á m í t á s o k k a l m e g h a t á r o z o t t s á v s z e r k e z e t e 

tervezéshez elengedhetetlen a hatóanyag-receptor kölcsönhatásnak és a recep-
torhely topográfiájának ismerete. Tanulmányozva ismert szerkezetű hatóanya-
gok aktivitását, a receptorhely ,,feltérképezhető". Példaként bemutatjuk az 
ópiumos narkotikumok (szerkezetük a 7. ábrán látható) receptorának térképét 
(lásd a 8. ábrán), amelyet részletes vizsgálatok alapján határoztak meg. A 
feltérképezést ebben az ese tben megkönnyítette, hogy a fenti vegyületcsoport 
váza viszonylag merev, feltételezhető, h o g y jelentősen nem deformálódik a 
receptorhoz v a l ó kötődés esetén. Az elektroneloszlást kiszámítva meghatároz-
ták a fenti molekuláknak a receptorhelyhez való kötődésének erősségét, 
amelyet arányosnak találtak a kísérletileg megállapított hatékonysággal [11]. 

Felhasználják a kvantumkémiai módszerekkel számított paramétereket 
(atomok tö l tése a molekulában, ionizációs energiák, gerjesztési energiák stb.) 
kvantitatív szerkezet-hatékonysági összefüggések megállapítására. Ez a módszer 
szintén a racionális gyógyszertervezés eszköze. Nem vizsgálja a hatás mecha-
nizmusát (receptor-szerkezet, kötődési fo lyamat) , hanem a molekuláris para-
méterek és a kísérletileg észlelt hatékonyság között keres összefüggést statisz-
tikai módszerekkel. 

MT.4 Biol. Oszt. Közi. 23 (1980) 
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A magyar kutatók úttörő szerepet játszottak a kvantumkémiai mód-
szerek biológiai alkalmazásában. Eredményeiket széles körben ismerik és 
sokat idézik a nemzetközi szakirodalomban. Sajnos a hazai számítástechnikai 

X R 2 . R3 

m o r f i n - H - H - H 

k o d e i n - H - H - C H 3 

h e r o i n - C O - C H j - H - с о - с н . 

6 - m o n o a c e t i l m o r f i n - C O - C H j - H - H 

2 - a m i n o m o r f i n - H - N H 2 - H 

7. ábra. Ó p i u m o s n a r k o t i k u m o k s z e r k e z e t i kép l e t e 

anionos hely a molekula 
kat ionos részének megkötésére 

üreg a p iper id in gyűrű 
,pereme" számára 

sík felület az aromás g y ű r ű 
megkö tésé re 

8. ábra. Ó p i u m o s n a r k o t i k u m o k r e c e p t o r á n a k „ t é r k é p e " , a m e l y e t a h i t ó a n y a g o k szerkeze tébő l 
v e z e t t e k le 

kapacitás eddig erősen korlátozott volt , a nagy számítási munkát igénylő bio-
lógiai vonatkozású alkalmazásokra, csak külföldi kooperációban nyilt lehető-
ség. Az MTA új IBM 3031 számítógépe, amennyiben kvantumkémiai számí-
tásokra is hozzáférhető lesz, nagy lendületet ad a hazai kutatásoknak. 
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SZÁMÍTÓGÉPES KARDIOLÓGIAI MÓDSZEREK 

S Z L Á V I K F E R E N C 

M T A K ö z p o n t i F i z i k a i K u t a t ó I n t é z e t e , B u d a p e s t 

A rövidségre és a hitelességre való törekvés okán a következőkben fő-
ként arról a munkáról adunk tájékoztatást, amelyet a számítógéppel segített 
elektrokardiológia terén a Központi Fizikai Kutató Intézet több hazai és kül-
földi gyógyító- és kutatóhellyel — közöttük elsősorban az Orvostovábbképző 
Intézettel — együttműködve végez. 

Hogy mindezt jobban azonosíthassuk, idézzük most az 1. ábra segítségé-
vel a jelenbe a jövő számítógépekkel segített, integrált kardiológiai-diagnosz-
tikai rendszereinek egy lehetséges realizációját. 

A számítástechnikai intelligencia előreláthatólag megoszlik az egyes 
készülékek között: az EKG-, a fonokardiográfiai stb. egység az általa mért, 
adattá konvertált jeleket saját mikroszámítógépével fel is dolgozza, sőt elő is 
állítja az „ E K G diagnózist", elvégzi a kvantitatív szívhang-analízist stb. A 
teljes értékű kardiológiai diagnózishoz e partikuláris jellemzőknél természe-
tesen általában többre is szükség van, pl. a betegről nyert anamnesztikai, fizi-
kális és egyéb információkra, laboratóriumi adatokra, s mindezeknek egy-
mással, valamint a korábbi adatokkal, leletekkel való egybevetésére. 

Az ábrán azokat a funkcionális egységeket és kapcsolataikat jelöltük 
vastag vonallal, amelyek fejlesztésében kutató közösségünk említésreméltó 

1. ábra. I n t e g r á l t , s z á m í t ó g é p e s kardio lóg ia i d i a g n o s z t i k a i r e n d s z e r 
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eredményeket ért el, s amelyek tökéletesítésén a továbbiakban is intenzíven 
dolgozni kívánunk. (Pl. a kérdőíves anamnézis-felvételt is számítógépesítettük, 
s a K F K I üzemorvosi mintarendszerében sikerrel próbaüzemeltetjük.) A 
, , labor-adatok" blokkja félig van kiemelve; ez arra utal, hogy pár éve néhány 
— ma is jól működő — példányban létrehoztunk egy automatizált , diszkrét 
rendszerű, fotometrikus laboratóriumi sorozatelemzőt, amely csekély tovább-
fejlesztéssel az elkövetkező évtized, illetőleg az integrált rendszerek számára is 
adekváttá tehető. 

Koncentráljunk most az „EKG"-blokkra, s ennek kapcsán tekintsük át 
a főként a K F K I és az Orvostovábbképző Intézet II. Belklinikája, valamint 
a Központi Állami Kórház és Rendelőintézet együttműködésében fejlesztett 
s z á m í t ó g é p e s E K G d i a g n o s z t i k a i r e n d s z e r t , amely már 
a jelenlegi, kutatási stádiumban is segítséget ad a klinikai rutinmunkákhoz, 
s amelynek kidolgozása során az orvosbiológiai jelfeldolgozás szélesebb köré-
ben is jól hasznosítható módszerek és tanulságok születtek. 

Az EKG-jelek jó minőségű erősítése, az x-y-z projekciók rögzítése, kalib-
rációs jellel és azonosító információval való kiegészítése orvosi partner-
intézményeinkben a betegágy vagy a vizsgáló asztal mellett l evő ún. f e l -
v é t e l e z ő e g y s é g segítségével történik, minden esetben 10 sec-os idő-
tartammal. Jelenleg analóg FM mérőmagnetofonnal biztosítjuk a jelek átme-
neti tárolását, de a KFKI-ban már fejlesztés alatt állnak az analóg tárolási 
fázist kihagyó, s a közvetlen digitalizálást, az a d a t e l ő k é s z í t é s t , 
(jel-zaj viszony vizsgálatot, impulzus zajjal szennyezett szakaszok kitiltását, 
digitális szűrést, kalibrációt, alapvonal helyreállítást), valamint a továbbiak-
ban az egyszerűbb diagnosztikai értékelést is ellátó, mikroprocesszoros készü-
lékek. 

Az adatelőkészítés után végzi a feldolgozó egység — amely a jelenlegi 
konfigurációban egy 32 к operatív memóriával e l látott TPA-i miniszámítógép 
— a „ t i p i k u s " s z í v c i k l u s k i v á l a s z t á s á t . Ismeretesek olyan 
eljárások, amelyek az átlagolt ciklus alapján diagnosztizálnak, a mi vizsgáló-
dásaink azonban azt mutatták, hogy az átlagolás során értékes elektrokardio-
lógiai információ mehet veszendőbe. 

Az EKG görbe automatikus kiértékeléséhez szükséges amplitúdó- és 
idő-adatok mérése a görbe ún. k a r a k t e r i s z t i k u s p o n t j a i n a k , 
az egyes rész-hullámok (P, QRS, T) kezdő-, csúcs-, ill. végpontjainak gépi meg-
határozásán alapul. A bázis-pontok kijelölésének eredménye a grafikus meg-
jelenítő egység ernyőjén ellenőrizhető — lásd a 2. ábrán a szív elektromos vek-
tora magnitúdójának s űn. térbeli sebességének grafikonja fölött levő marker 
vonalakat —, és interaktív üzemmód esetén manuálisan befolyásolható. Ez 
utóbbira csak kivételes esetekben v a n szükség, az EKG rutinmunkát számító-
gépünk automata üzemmódban végzi . (Példaként említjük, hogy a QRS 
szakaszt 8, időben ekvidisztáns momentán vektorral jellemezzük.) 
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A d i a g n ó z i s s z á m í t á s a statisztikus és logikai eljárások kom-
binációjával megy végbe. Például a vizsgált szívciklus QRS szakaszának ada-
tait a program a memóriában tárolt, összesen 25, 1 — 1 betegségosztályt statisz-
tikusán jellemző adatcsoport mindegyikével összehasonlítja, s megállapítja, 
hogy mely esetben a legkisebb az eltérés. Ezt az ún. előzetes QRS diganózist az 
algoritmus kiegészítő eljárásokkal, egyes amplitúdó- és időértékek súlyozott 
tekintetbevételével ellenőrzi, ill. módosítja. 

^'BUDAPEST' SYSTEM FEATURE-EXTRACTION CONTROL * * * 

COMP. NO. 1398 
TAPE/REC. NO. : 21/5 
NAME: L. GY. 

QRS DURATION: 90 MS м 

GO O N - TYPE G! 
NEW INPUT - TYPE N Ü 
7 

SYMBOLICAL RECORD: 

2. ábra. A m a g n i t ú d ó és a t érbe l i s e b e s s é g görbe k a r a k t e r i s z t i k u s p o n t j a i n a k je lö l é se 

Mindezzel együtt EKG diagnosztikai programrendszerünk, az ún. 
B U D A P E S T p r o g r a m kifejlesztésének jelenlegi fázisában az algorit-
mus összesen 43 féle , ,QRS-döntést" tesz lehetővé (pl. különféle lokalizációjú 
infarktusok, vezetési zavarok, kamrai hipertrófiák s az eddig említettek lénye-
ges kombinációi). 

A gépi diagnózis-alkotás folyamatának mozzanatai közül aritmia-elemző 
szubrutinunkat is szeretnénk kiemelni, amely a clusterezési és a döntési fa 
típusú eljárásokat együttesen alkalmazva 28 féle döntés meghozatalára képes. 
(A „diagnózis", illetőleg a „döntés" szó természetesen mindenütt idéző jelek 
között értendő, hiszen a számítógép, illetőleg a számítástechnikai rendszer 
— a jelenlegi orvosi etikai gyakorlatnak megfelelően — csak diagnosztikai 
v é l e m é n y t nyilvánít, a végszó kimondásának joga az orvosé. 
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* * * 'BUDAPEST COMPUTERISED SYSTEM FOR ECG ANALYSIS * * * 

COMP. NO. T/R NO. FLP/SER. NO. DATE OF REC. DATE 
1176 23/51 18/6 800320 800409 

NAME: G. J. 
COMMENT: 

ECG DIAGNOSIS 

QRS: 
POSTERO-DIAPHRAGMATICAL MYOCARDIAL INFARCTION 

ST: 
NORMAL: 

T: 
LATERAL INTRAMURAL ISCHAEMIA 
POSTERO-INFERIOR INTRAMURAL ISCHAEMIA 

RHYTHM: 
HEART RATE: 85 
NORMAL SINUS RHYTHM 

QRS MOMENTARY VECTORS (UNIT = 0.1 MV) 

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 
X : - 0 . 6 0.1 7.9 14.1 2.8 - 1 . 1 - 1 . 7 - 1 . 8 
Y: - 0 . 5 - 1 . 4 - 0 . 3 2.1 3.3 1 0.6 - 0 . 4 
Z : - 0 . 2 - 3 . 5 - 6 - 1 . 7 8.3 4.5 1.7 0.3 

MEASURED VARIABLES: (UNIT = 0.1 MV OR MSEC) 

QRS PQ RX RY MMAX PX PY PZ 
98 132 14.1 3.3 14.3 1.7 1.1 0.5 
STX STY STZ TX TY TZ TYP. PER. NO. OF CL. 
- 1 . 4 0.1 - 0 . 4 - 0 . 9 - 1 . 2 - 3 . 3 3 1 

COMMENT: OK! 
OVERREADER: WT 

3. ábra. N y o m t a t o t t s z á m í t ó g é p e s E K G d i a g n o s z t i k a i l e l e t , az a d a t f e l d o l g o z á s során m e g -
h a t á r o z o t t j e l feszü l t ség- é s i d ő t a r t a m é r t é k e k l i s t á j á v a l e g y ü t t 

Az EKG diagnózis a számítástechnikai rendszer 1 vagy több megjelenítő 
egységén olvasható le, s természetesen nyomtatott l e l e t is készül (3. ábra). 
Ez utóbbi, kívánságra, az adatfeldolgozás során meghatározott jelfeszültség-
és időtartam értékeket is tartalmazhatja, ami megkönnyíti az utólagos ellen-
őrzést. 

A BUDAPEST program jelenleg használt változatának eddigi v a 1 i d i-
z á 1 á s i eredményei azt mutatták, hogy rendszerünk helyes diagnosztikai 
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véleményeinek gyakorisága, s k ivá l tképpen következetessége meghaladja az 
átlagos kardiológusét. E z e n túlmenően, a gépet egyenesen szeretetreméltóvá 
teszi az a tulajdonsága, ami a jó kardiológusból sem hiányzik: a szerénység. 
Az algoritmus ugyanis n e m akar minden E K G felvételt valamelyik klasszikus 
E K G kategóriába beerőltetni , — ha az adot t esetet EKG-paraméterei a diag-
nosztikai clusterek közöt t i „senki fö ldjére" utalják, akkor a gép az orvost 
további v izsgálatok szükségességére f igye lmezte t i . 

I I I 

valós idejű 
r i t műszava r 
é rzéke lés 

! (?) 
spec ia l i s 
EKG 
d iagnosz t i ka 

I 9 I 9 

ru t in 
EKG 
diagnoszt ika 

utólagos r i tmus -
zavar detektálás 
és e lemzés 

9 

kardiológiai 
s z ú rés 

4. ábra. S z á m í t ó g é p p e l s e g í t h e t ő f ő b b E K G e l e m z é s i f e l a d a t o k 

A lelette l együtt , számítógépi adathordozón — jelenleg mágneses tárcsán 
— kerülnek t a r t ó s t á r o l á s r a az analizált E K G felvétel l eg fontosabb 
jellemzői. Ennek a módszernek főbb e lőnye i a következők: 

— az archív E K G anyagok kis he lye t foglalnak el és gyorsan előkeres-
hetők, 

— a napról-napra növekvő adatbankból kényelmesen készí thetők el a 
kutatás i és egészségügyi célból szükséges stat iszt ikák, 

— új felvételek a régiekkel igen precízen egybevethetők , így pl. morfo-
lógiai trendek állapíthatók meg , s ezek alapján megelőző célzatú 
javaslatok adhatók, vagy pl. post mortem ese t tanulmányok végez-
hetők. 

Az eddigiekben egy számítógéppel segített , ún. rut in EKG diagnoszt ikai 
berendezést és eljárást mutat tunk be. Vessünk most egy pillantást a 4. ábrára, 
amelyen a s z á m í t á s t e c h n i k a s e g í t s é g é t i g é n y l ő e l e k t ro-
k a r d i o l ó g i a i f e l a d a t o k többi főbb csoportja is látható. A fel-
kiáltójelek a beteg veszé lyezte te t t ségének jellemző mértékére utalnak abban 
a szi tuációban, amelyben az adott v izsgálat alkalmazásra kerül. (A kérdőjel 
azt jelenti , hogy a sz ívbetegség ténye kérdéses.) 
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E téglalapok nagyobb részét — több-kevesebb joggal az előbb említett 
jelentéssel vas tagon bekeretezhettük volna, i t t most végezetül mégis főként 
a speciális E K G diagnosztika (ahová pl. a terheléses EKG- v a g y a His EKG-
vizsgálatok is tartoznak) egyik eszközéről, ill. módszeréről, az ún. f e l ü l e t i 
t é r k é p e z é s r ő l szólunk, amit a KFKI szintén az OTKI II . Belklinikájá-
va l együttesen műve l . 

Ahhoz, h o g y elfogadható becslést végezhessünk a mellkasfelszín bármely 
pontján fellépő elektromos potenciál időbeli alakulására, meglehetősen sok — 
általában 100-nál több — pontról kell, lényegében egyidejűleg, EKG-felvételt 
készíteni. A tel jes potenciálkép meghatározásának azért van értelme, inert a 
szívműködés által keltett elektromos tér információtartalmának egy része a 
hagyományos EKG-bó l nem állapítható meg, márpedig vannak esetek, amikor 
ez a többlet-információ igen értékes. 

A valóban egyidejű felvételezést csak költséges berendezéssel lehet meg-
valósítani. Ezért az EKG jeleket a mellkasfelszín 120 pontjáról 12-es parallel 
csoportokban szekvenciálisan vesszük fel, s a számítógépi program a monitor-
elvezetés jelének folyamatos formaanalízise révén rendeli egymáshoz a közel 
azonos körülmények között keletkezett, tehát egyidejűnek tekinthető hullám-
alak-részleteket. 

Az 5. ábrán a TPA-i számítógéppel feldolgozott adatokhői származtatott 
és vizualizált eredményre látunk egy példát. 

Az ábrán l e v ő „pillanatfelvételeken" a mellkasfelszín azonos potenciálú 
pontjai vannak néhány potenciálértéken összekötve. A bal felső ábrán látható 
monitorgörbén és az egyes „szintvonalas térképek" alatt levő betűk együttesen 
azt mutatják, h o g y az egyes p o t e n c i á l e l o s z l á s - k é p e k a szív-
ciklus mely időpontjához tartoznak. 

Az 5. ábrán bemutatott kóreset kitűnő illusztráció a felületi potenciál-
térképezés diagnosztikai hasznosságára. Ez a beteg egyidejűleg szenved veze-
tési zavarban (ún. Tawara-szár blokkja van) és, amint az a térképek alapján 
kimutatható, mel l ső fali szívinfarktusban. A beteg hagyományos EKG-ján 
az infarktus jel legzetes jegyeit elnyomta, e l fedte a vezetési zavar okozta jel-
formáció. 

A mellkas felszínére, általában ugyancsak 100-nál több ponton, időnként 
parányi gyorsulás-érzékelőket rögzítünk. Kidolgoztuk és rendszeresen alkal-
mazzuk, tudomásunk szerint a vi lágon elsőként, a f e l ü l e t i g y o r s u l á s -
t é r k é p e z é s , vagyis a szív lüktetése által keltett teljes mechanikai rezgés-
tér számítógépes meghatározásának módszerét. Ezt a felületi potenciáltérké-
pezésscl együtt alkalmazva az ok és az okozat összefüggéseiben vizsgálható, 
s így a kardiológusok előtt a szívműködés mégjobb megismerésére nyílik 
lehetőség. 

Hazánkban a halálozások mintegy 50%-áért a szív- és érrendszeri meg-
betegedések a felelősek. A műszer- és számítástechnika is igyekszik azokat 
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a lehetőségeket feltárni, amelyek kihasználásával valamelyest hozzá lehet 
járulni e fenyegetően nagy szám csökkentéséhez. 
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