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A “"P jelzett foszfét megoszldsdnak vizsgdlata 8 vorésvér-—

sejt in vitro foszfAt anyegcseréidben, a folyamat
modellezése utjén

Latzkovits LAszlé, Fajszi Csaba, Szentistvdnyi Istvan

Ismeretes, hogy a bioldgiail rendszerek jellemz8je kémiai
szempontbdl, akédr egyetlen ssjitrdl, vagy izoldlt szbvetrészletrsl,
akdr az 613 szervezet egészédrfl beszdliink, hogy azokban egyidejiileg
igen nagyszdmu kompetitiv &s konezekutiv folyamat jdtszddik le. A
klasszikus biokémia ezen folyamatokat rendszerint izoldltan, azok
kalcsénhatésait kisebb-nagyobb mértékben elhanyagolva vizsgdlta,
Bar a folyamatok mechanizmusdnak felderitése az ilyen médon nyert
részeredmények alapjéan megtorténhet, azok regulacidjarbl quantita-
tiv adatokat csak szimultin vizsgdlatuk szolgdltathat, Az elemi 16~
péssk ilyen szimultén vizsgédlata nélkiilozhetetlennéd teszi azok kil
csanhatééainak figyelembe v&telét. Azt mondhatjuk tehat, hogy a mo-
dern biokémia kidzponti problémsje, a reguldcid kérdése nélkiildzhe—
tetlenné teszi negyszému folyamat egyidejii quantitativ vizsgdlatdt.
Ilyen esetben azonban a Kkémiai folyamatokat leird reakcidkinetikai
egyenletek kezelhetetleniil bonyolultak lesznek. A feladat megolddsa
csak ugy lehetséges, ha a vizsghlt rendszert reprezentéljuk egy ndls
egyszeriibb, jobban kezelhetd rendszerrel, a megfeleltetést egyértel-
miilen meghatdirozva: azaz megodjuk a rendszernek valamely modelljét,
és a tovédbbiakban kisérleti adatsinkat ezen modell segiteégével ér-
tékel jiik.

Ismeretes, hogy a kémiai reakciékinetika hidrodinamikai

modelleket hasmzndl, melyek az egymassal reagdlé vegyiileteket egy-—
egy folyadék tartdllyal, a kémiai reakeidét pedig ezek kbzitti folya—
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~dék dramldssal reprezentdljdk. A bonyolult reakcidkinetikai egyen-—
letek megolddsa ilyen "hidrointegrdtorral" egyszeriien elvégezhetl,

A modern kémia, illetve biokémia ugyanakkor reakcidkinetikai problé-
mék vizsgélatdra is eredményesen alkalmazza a rddidaktiv izotépok-
kal torténd jeliés technikdjat, A rddidaktiv izotép bevitele a rend-
szerbe lehctSvé teszi, hogy a kisérletek sordn lényegesen tibb adat
birtokaba jussunk: mig a klasszikus kémiai reakecidkinetika csak az
oegyes vegyiiletek koncentricid véaltozdsdt méri, rddioaktiv izotop
alkalmazdsa esetén mérjik az dsszaktivitis, illetve fajlagos aktivi-
tés vdltozdsit is, Ez esetben a rendszert reprezentdlé hidrodinami-
kai modell valamelyik tartdlydba "szines folyadék" keriil és ujabb
paraméterként jelentkezik ennek a “szines anyagnak" a mennyisége az
egyes tartilyokban az id8 fiiggvényeként. /Neiman, M.B., G4l Dezs§,
1967./

Biokémiai folyamatok /anyagcsere, vagy transzport/ a fen-
tiek értelmében elvégzett modellezése, amennyiben a folyamatot ugy
vizesgdljuk, hogy valamelyik vegyiilletet rddidaktiv izotdppal jelzett
formdban alkalmazzuk /"prekursor pool"/, az irodalomban compartment
analysisként, vagy ujabban tracer kinetikai modell analizisként szé-

mon tartott ©ndllé médszer. /Solomon, A.K.j; 1960; Brownell, G.Lj

Berman, M,; and Robertson, J.S., 1968./ Bér a kompartment analizis

modellje elvi rokonsdgot mutat a kémiai reakcidkinetika hidrodina-~
mikai modelljével, attdl mégis lényeges vondsokban eltér. [Latzkovits,
"Le3 1967,/ Ennek oka az, hogy mig kémiai rendszerek esetében u hid-
rodinamikai modell a rendszert tokéletesen reﬁrezentélhatja, biolé~
giai rendszerek esetében az egyes vegyiiletek vagy éppenséggel vegyl-
letcsoportok homogén kompartmentként torténd kezelése tobb-kevesebb
elhanyagoldst jelent., A kompartment analizis alapproblémija ebbdl
adédéan éppen annak a feladatnak a megolddsa, hogy kivdlasszuk a
rendszert, a vizsgilt folyamatot legtiokéletesebben reprezentdlé mo~
dellt,
A kompartment modelleket legegyszeriibben heurisztikus mo-

dellként kezelhetjiike Ez esetben a folyamatot egy n csucsu graf rep~

rezentdlja, melynék csucsal az egymidssal kdlesdnhatésban 4116 kom=
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partmenteket, az élek azokat a kdlcsonhatdsokat adjdk, melyek nem
eredményeznek koncentrdcid véltqzést /a tovébbiakban ezen kdlcsidn~
hatéasokat "kicserdldidsnek" nevezziik/. A koncentrdécié valtozds u-—
gyanis 2 mérési adatok alapjin mindig egyérielmiien adott, ezért a
koncentricié valtozéssal Jard folyamatok nem befolyéBOISék annak a
kérdésnek az elddontését, hogy a lehetsédges modellek kdziil melyik
reprezentdlja a vizsgilt folyamatot. Zart folyamat, zart rendszer
eselén Jaz in vitro kisérletek tobbsége/ a grif bédrmely csucsa elv-
ben bsszekdttetésben lehet bdrmely mdsik csucceal. Minden egyes kom-—
partmenthez tartozik egy Ysszaktivitds és fajlagos aktivitds idd
fiiggvény. A modell azonban nem sziikségképpen tartalmazza az Osszes
lehetséges kolcsdnhatdsokat. /A valésdgban rendszerint nem jatszédik
le valamennyi elvben lehgtséges folyamat/, Bzért azt mondhatjuk,hogy
n kompartment esetén 2 2] kombinatorikai modell vdltozat lehetsdges.
Ezek koziil redlisan lehetségesnek fogadjuk el azt a modellt /esetleg
modelleket/, melyekre vonatkozéan az izotdp eloszlést leirdé BRANSON
egyenietek a kisérleti adatok behelyettesitésével /6sszaktivitds—,
fajlagos aktivitds i1d8 filggée, koncentracié/ pozitiv és jé kdzeli-
téssel iddben dllandé sebességértékeket szolgidltatnek. /Branson, H.;
1961./ .

A vords vérsejt in vitro foszfit anyagcseréje esetében vi-
szonylag ogyszeril rendszert vizsgdlunk., Ismeretes, hogy a viorosvér-
sejt esak glikolitikus anyagcsefével rendelkezik, Az extracellularis
mediumbél a sejtbe transzportdlddd foszfit rdvid 150 perces kisédrlet
sorén csak az u.n, "savoldhaté" vegyiiletekbe irkorporilédik. Ezért
viszonylag egyszerii, zart rendszerrel van dolgunk, amely azonban még-
is 20-25 foszfdtészter kdzott elvben lehetséggs kémiai folyamatokgg
involval. 20 vegyilletet figyelembe védve, ez azt jelenti, hogy 2 2)
kompartment modell vdltozat lehetséges., Ennek a 2190 modell vdlto-
zatnak az ellenirzése, azaz a BRANSON egyenletek megolddsa a kisér-
leti adatokkai, gyakorlatilag megoldhatatlan feladatot jelent, még
szdmit6gép birtokdban is. Fzért az emlitett "savoldhaté" pool szer-
ves vegyiileteit a foszfdtészter kités energidja elapjdn két nagy

csoportba osztottuk:
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8./ a nagyenerpgidju, kilnnyen hydrolisdlhaté: u.n.

"mavlabil” vegylletek;

b./ alacsony energidju, nehezen hydrolizdlhatdj u.n.

"savresistens" vegyiiletek,

A rendszeriink ilyen médon négy kompartment segitségével

leirhatds

A: Extracelluldris anorganikus foszfdt kompartment
B: Intracellularis anorganikus foszfat kompartment
C: Savlabil kompartment

r Savresistens kompartment.

.

_ Fzen A kompartment megaddasa azt jelenti, hogy 26 = 64 modell vdlto-

zat lehetséges, melyek a vizsgdlt rendszert elvben reprezentdlhatjdk.

» Kisérleteinket oly médon végeztilk, hogy emberi mosott vidros—
vérse jleket 37°C héméreékleten KREBS-RINGER foszfitban inkubaltunk
150 percig. A Krebs-Ringer foszfit tartalmazia a 32P—jelzett foszfd~
tot /A kompartment/, ezen kivill a kielégitd anyagcsere fenntartaséra
100 mg % glukoset. Kiildnb6z3 idSpontokban: o, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
150 perc utén mintdt vettiink., A mintdkbél rendre izoldltuk a fenti

4 kompartment foszfat vegyiileteit és meghatdroztuk azok koncentrdci~-
6jdt, illetve Gsszaktivitdsdit; ebbdl szamitissal a fajlagos aktivi-

tdst /Martyn, J.B.; Doty,D.; 1949,; Pfleger, K., Seifen, E. 1962/.

Az eredményeket az 1d3 fiiggvényeként abriézoltuk. Az igy nyert gorbé-
ket grafikusan differencidltuk, A4 fajlagos aktivitds-, ill. az Sspz—
aktivitds pgidrbdk differencislhanyadosainak értékeit helyetiesitettilk
be a BRANSON egyenletekbe, melyek 4 kompartment esetében a kivetkezd-

képpen irhaték fel:

ar. daA _
.__;A. — — - ] 7 -

dv Tt Sa T Wae/Sq TS/ W /Sy = S,/ Y WSy~ 8,/ /1Y
arg  aa | .

g M _ . s

Tt T v Sa T Wap/Sum By v Mpe/Sp= S/ ¥ W /5= Sy 12/
a1,

At " Wae/Sam Bo/ * WSy So/ ¥ Wey/Sy- 5o/ /3/
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aI
D ,
wAD/SA- SD/ + wBD/sB sD/ + WCD/SC -

at / /4/

%

ahol:

IA’ IB’ IC és ID= sz A, B, C i11. D kompartmentek Ssszaktivitdsa
/Cepom./ml mosott viérssvéreejt, vagy 4 ml Kreba-Ringer oldat/

SA, SB’ SC’ SD: az A, B, C ill. D kompartmentek fajlagos aktivi-
tésa /c.pem./ /pg foszfor/

W)(Y t az inlex Aaltal jelzett két kompartment kozdtti "kicserél8dés"
sebessége / pg foezfor/perc/ml mosott vordsvérsejt, vagy 4 ml Krebs-
Ringer oldat/.

A: sz extracellulédris kompartmentben a foszfAt mennyisége /ug fosz~-
for/4 ml Krebs-Ringer oldat/

Az 1. illetve 2, egyenletekben szerepld %%— Sy
centricid viltozdst eredményezl foszfit transzportot veszi figyelem-

tag a kon-

be és értékét a vizsgdlt idGpontokban az extracellularis foszfét
mennyiségi-ids gbrbé jének grafikus differencidlédsidval nyertiik, Az
egyenletekben szerepll W sebességek a kompartment modelleket leiré
graf /jelen esetben tetraeder/ éleihez tartozdé numerikus értékek,
melyek az egyes modell vdltozatokban természetesen valtakozva zérus

értéket vesznek felo

A kisérletek sorin nyert adatok alapjén, melyek kdziil a
fajlagos aktivitds, ill, az dsszaktivitds gorbédket az_1l, ill, a
2.8bra szemlélteti, az emlitett 64 lehetséges modell varidcié egy

részét ki lehetett zdrni a kidvetkezd megfontoldsok alapjdn:

Az elsd ébrdbél lathaté, hogy Sc gorbéje kifejezetten
emelkedik még ott is, ahol:

Sg > Sg 2> Sy /5/

Miutdn ez esetben csupin az A kompartiment fajlagos aktivitdsa na-—
gyobb Sc ~nél, ennek ndvekedése szilkségképpen azt jelenti, hogy a
redlis modellnek tartalmaznia kell a W kicser8l8dést. A tovdb-

AC
biakban szintén a kisérletekben mért adatok alapjén kiszdmitottuk,
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hogy a B kompartmentbe a transzport 4ltal kdzvetitett “sszaktivi-
tds érték az SB ill, S¢ gorbédk keresztez3dése utdn nagyobb, mint
a B compartment Ysszaktivitédsa, Ez azt jelenti, hogy a B compart-
ment szlikeégképpen kicserédl8désben 411 egy ndla alacsonyabb fajla--
gos aktivitdsu kompartmenttel, ami az /5/ egyenlitlenség miatt csak

D lehet, Tehat a WBD "kicserél8désnek léteznie kell.

A tovdbbiakban Bsézegezzﬁk az /1/, 111, /3/ egyenleteket:

ar, aa a1 ,

A C .
ai ~ & St m T anSeSat Yan/SpSa/t Wao/SeSc/ Wep/Sp-S¢/

Ezen utébbi egyenletbe helyettesitve a kisérleti adatokat azon in~
tervallumra vonatkozéan, ahol SB)Sc az egyenlet bal oldala pozi-
tiv eldjeliinek adddik. Ugyasnakkor a jobboldali tagok kéziul az 1.,
2., 111, 4. nem lehet pozitiv /SA > Sgi S, > SD és S¢ > SD/.

Igy a 3. tagnak: WBC /SB-SC/ mindenképpen pozitiv eldjeliinek kell
lennie, ami azt jelenti, hogy wBc > 0. A WBC kicserdl8dés tehdt
aziikségképpen létezik,

A fentiek alapjén azt mondhatjuk, hogy a rendszert redli-
san reprezentdld modell tehdt sziikségképpen tartalmazza a kivetkezd

"kicserédlédéseket:

W H W

AC 3 W

BC BD

Ezzel a megdllapitdssal a lehetséges modellvédltozatok szdma igen

lényegesen lecastkken:

3] (8 Bl -

Az /1/-/4 /Branson egyonletek megolddsa az &ltalunk vég-~
zett So kisérlet 8 idépontjara, mind a 8 modell varidciét feldol-
gozva azt jelenti, hogy igen nagyszému egyenletrendszer megolddsat
kellett elvégeznﬁnk; Kézenfekvs, hogy ezt a fe}adatot szémitégép
nélkil nem tudtuk volna megoldani, Munkdnk sorin a JATE Minszk 22 't

tipusu digitdlis szémitdgépét haszndltuk.
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A szdmitdsok credményeként a 8 lehetsdges modell valtozat

_ koziil csak egy esctében keptunk pozitiv 65 iddben 411anddé sebesség-
értékeket. Ennek sémdjat demonstrdlja a 3.4bra, ahol a széggatott
vonal a transzportot jelzi, az ellentétes ir:inyu nyilak a kicseréls-
dést, A sebesadgek numerikus értékeit az I,TAblézat adga. ‘TAdthaté,
hogy azok igen j6 kizelitdssel iddben Allanddak.

Eredményeinket értékelve azt mondhat juk, hogy sikeriilt

olyan négy kompartmentes modellt taldlnunk, melynek segitségével a
32P—jelzett foszfit megoszldsa a vordavérsejt in vitro anyagcserédjé-
ben ieirhaté. Nagy mértékben félrevezetd lenne azonban, ha modellilnk
elemeit, a kicserélGdéses folyamatokal e négy kompartment kdzidtt meg-
kisérelnénk direkt kapcsolatba hozni meghatirozotti anyagcsere folya-
matokkal anélkiil, hogy erre vonatkozdan kimeritd vizsgdlatokat végez-
nénk. Mégis, figyelembe véve az alkalmazott négy kompartment kémiai
jelentését, mAr modelliink pusztin formdlis értékelése lehetdvé tesz

néhdny ovatos kivetkeztetdst,

Az irodalomban &ltalénosan elfogadott, hogy a foszfdt ion

passziv transzport utjén jut be a vorssvérsejtbe. /Passow, H., 1969/

Szédmos adat van azonban arra vonatkozdan is, hogy az intracelluld-
ris ATP, mely a "savlabil" kompartment 80 ¥-dt adja, a membrénon ke~
resztiil kdzvetlen kicserélddésben dllhat az extracelluldris anorga-’
nikus foszfdttal. /Gourley, D.R.H., 1952; Latzkbvits, L.; Huszék, I.;
Széchenyi,'F° 1966,/ Az irodalom dltaldban ellentétesnek tartja

ezt a két mochanizmust. A modellben szerepld wAC kioserél8dés azt
fejezi ki, hogy a kisérleti eredmenyek logikailag nem zarjdk ki a

két mechanizmus egyideji ldtezését. Természetesen ezt a tényt cél-
szerii mas médon is valészinilsiteni, A modell formAlis tulajdonsdgai

azonban ez esetben hasznos utmutatasként értékelhetbk.

A ch’ ill, wBD kicserél8déses folyamatok sebességének

numerikus megaddsdval quantitative tudjuk jellemezni az organikus
foszfdt észtierek anyagcseréjét, Figyelembe véve a "savlabil", ill.
8 "savresistens" kompartment vegyiileteinek biokémiai és kémiai karak-~

az energiaigényes folyamatokat,

terét, varhatd, hogy W pedig

B "ap.
a glykolysist representdlja. Ujabb kisérleteink, melyek sorén elvé—
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geztik a modell analizist olyan x#riilmények koz6tt, amikor a vords—
vérsejt anyageserét mesterségesen befolydsoltuk, igazolni létszanak

ezt a kdvetkeztetdut,

Megdllapithat juk tehdt, hogy komoly reményiink van arra vo-
natkozban, hogy modelliink formdlis tulajdonsidgait kapcsolatba hoz-

hatjuk biokémiai, élettani realitdsokkal.
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0 1,27 1,51 5,8
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