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A sejteket hatarolé feliileteik izolaljak a kornyezettdl, de ugyanakkor a
sejtmembranon keresztiil minden sejt érintkezik és kapcsolatban all a kornye-
zetével. A sejt és a kiilvilag kozotti anyagesere biztositasa a sejtmembrannak
csak egyik funkciéja. Az extracellularis ingerek szintén a plazma membran
kozvetitésével érik a sejteket. A sejtfeliileten, tehat a citoplazma membranon
at realizalédik a sejt novekedésének, osztédasanak, differencidlédasanak és
fejlodésének, a kiilvilaggal valo kommunikaciéjanak szabalyozasa. Ezen folya-
matokban, bar kétségkiviil szamos egyéb tényezs is kozrejatszik, a membran-
nak izolalé és egyszersmind informacio, és anyagesere, kozvetitd szerepénél
fogva kozponti jelentdsége van. Ma mar elfogadottnak tekinthetd az a nézet,
hogy a membranok koézvetve vagy kozvetlenill szinte minden sejtszinti
folyamatban elvitathatatlan jelentGséggel birnak. A felsorolt tények alapjén'
teljesen indokoltnak tiinik az a torekvés, hogy a membranok osszetételével,
szintézisével, struktirajaval, kiilonb6z6 komponenseinek sajatossagaival kap-
csolatos kérdésekre mind tokéletesebb és teljesebb valaszt nyerjenek a ku-
tatok.

A folyékony mozaitk membranmodell

A sejtmembran kiilonb6zé strukturalis és funkcionalis sajatsagait leiro
modellek kritikai attekintésére nem vallalkozhatunk, csupén a jelenleg legélta-
lanosabban elfogadott SINGER és N1coLsON folyékony mozaik membran modell
(41, 43) néhany vonasara utalunk. A membran tobbé-kevéshé egy orientalt
kettds lipidrétegnek képzelhetd el, amelynek nagy hanyada foszfolipid, ill.
szfingolipid és szterol. Kisérleti adatok szerint 37 °C-on a foszfolipidek tilnyomé
hanyada ,,folyékony” allapotban van. A foszfolipid molekulak gy orientaltak,
hogy a hidroféb szénhidrogén lancok a kettdsréteg belseje felé mutatnak. A
hidrofil feliileti rétegekhez fehérje molekulak kapcsolédnak (ekto- és endo-
proteinek), ezenkiviil el6fordulnak in. transzmembran integralis fehérjék, ame-
lyek a membran egész vastagsagat atérik. Ezek stabilizalasa ,,trimodalis”, a
kettds rétegen beliil hidroféb, a felileteken pedig hidrofil kélesonhatasok révén
biztositott. A citoplazma membranok fehérje tartalma eredettél fiiggden széles

hatarok (20—759%,) kozott valtakozik (6, 31). A membranfehérjék egy része
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specialis lipid és szénhidrat molekulakkal lehet komplexben (lipo- és gliko-
proteinek). Az integralis bi- és trimodalis glikoproteineknek, valamint ezek
komplexeinek a membranhoz viszonyitott elhelyezkedése olyan, hogy azok
nem vandorolnak az egyik membran felszint8l a masikig és vissza, azaz nem
rendelkeznek transzverzilis mozgékonysaggal. Hasonléan, a glikolipidekre sem
jellemz8 a transzmembran mobilitas. (Ezzel ellentétben a foszfolipidek, bar
igen kicsiny sebességgel, néha transzmembran rotaciéra — ,,flip-flop” — képe-
sek (22). Az emlitett fehérjék, gliko- és lipoproteinek specialis funkciékat 1at-
hatnak el (pl. receptorok vagy antigének, esetleg meghatarozott enzimaktivi-
tasuk van).

Az integralis és periférias membrankomponensek (fehérjék, fehérjekomp-
lexek, gliko- és lipoproteinek) a membranon beliil nincsenek mereven rogzitve,
hanem egyre tobb kisérleti adat szerint rotaciés és lateralis mozgékonysaggal
rendelkeznek (1. pl. 4, 16, 42, 43). Bar ezek a mozgasok, ill. azok sebességét
jellemzé diffizios allandék értéke aranylag széles tartomanyba esik, mind a
rotaciés, mind a kétdimenziés membranban valé lateralis diffdzié erésen gatolt
és tavol all a megfelel§ szabad diffiiziés mozgasok sebességétsl (32).

A diffiziés mozgasok gatolt volta szimos tényezd eredménye lehet. El§-
szor is ezek a mozgasok a hig vizes oldatok c¢P nagysagi viszkozitasaval szem-
ben Poise nagysiagrendbe es§ viszkozitasi kozegben jatszédnak le. A membran
lipidek legnagyobb részérdl feltételezik, hogy azok szabadon keverednek, de
bizonyos lipid-lipid kélesénhatasok azt eredményezik, hogy az alapvet8en
folyadék lipid részben tartésan kialakulhatnak olyan ,,szigetek”, amelyeknek
lipid 6sszetétele jelentsen eltér az atlagos Gsszetételtsl. A membran-lipidek
aszimmetridja a kettds réteg két felének egymastél eltéré osszetételében is
meguyilvanulhat (7). A membrian komponensek horizontalis kélesonhatasai
révén planaris asszociaciék alakulhatnak ki (34). Bizonyos membrankomponen-
sek ki lehetnek zarva specifikus lipid régikbél. Ha egy membrankomponens
nem juthat be akar a folyékony, akar a szilard lipid régickba, ez az illet species
latszélag gatolt lateralis diffiziéjat eredményezi. A kett&sréteg kiilsé- és belss-
felilletén kialakulhatnak olyan halészer( fehérje struktirak, amelyek szintén
akadalyozhatjak a lateralis mozgékonysagot (32, 44). A citoszkeleton rendszer
(mikro- és vastag filamentumok, valamint mikrotubulusok) szintén korlatoz-
hatja a diffiziés mozgasok sebességét (49, 51). A néha t6bb pum hosszdsagd
citoszkeleton kotegek bizonyos membrankomponenseket kihorgonyozhatnak.
Ez a diffiziét akadalyoz6 faktor, ill. annak hatasa alacsony hémérsékleten, ill.
magas Ca?* koncentracié mellett csokken, mert ilyen feltételek mellett a mik-
rotubulusokat alkoté tubulin depolimerizalédik. Alkaloidikkal (colchicin, col-
cimid, vinblastine sulfat) a mikrotubulus rendszert szétroncsolva a sejtfelszini
jelenségek erdsen befolyasolhatok (2).
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Membrandinamikai vizsa‘latok és kisérletes médszerek

A fentebb részletezett diffiiziés mozgasok a membrandinamikanak csak
egyetlen aspektusit jelentik. A membrandinamikaval foglalkozé kutatasokat
Jovin (23) alabbi médon csoportositotta:

1. fluiditas vagy mikroviszkozitas vizsgalatok

2. strukturalis heterogenitas vizsgalatok (régidk, kiilonb6z6 aszimmet-
riak)

3. mobilitas vizsgalatok (lateralis, rotaciés és transzverzalis diffizié)

4. receptor szervezddés- és funkciévizsgalatok

5. transzmembrén fluxus vizsgalatok.

Fenti jelenségek olyan molekularis torténéseket foglalnak magukba, mint
kiilonb6z6 kot6dési, aggregaciés és fiiziés reakcidk, elektrokémiai diffizié,
Brown-mozgas, konformaciés atmenetek, katalizis stb. Mindezek kiilonb6z6
kornyezeti faktorok hatasa alatt allnak (ionosszetétel, hdmérséklet, nyomas,
pH), tovabba a membran kiilsé és belsd felszinére lokalizalhaté specifikus
kolesonhatasoktol fiiggenek (pl. hormonok és egyéb ligandoknak receptorok-
hoz valé kot8dése, valamint a citoszkeleton rendszer miikodése). Mindezekbdl
kovetkezik, hogy a membran dinamikai vizsgalatok céljara szamos biofizikai,
biokémiai és biolégiai technikat fejlesztettek ki, ill. adaptaltak.

Molekularis mozgasok, ill. a strukturalis rendezettség és annak idében
torténd valtozasa vizsgalhaté tébbek kozott a kovetkezd kisérletes modszerek-
kel:

magneses rezonancia spektroszképia (ESR, NMR, szaturdciés transzfer

ESR, szaturaciés transzfer NMR);

ultrahang és infra abszorpciés spektroszkopia;

emissziés spektroszképia;

fényabszorpciés spektroszképia; (dichroizmus mérések); elektroforézis

(membran fragmentumok, receptorok, sejteken végzett elektroforézis).

A molekularis szervezddés, ill. annak id68ben valtozasai a kovetkezd kisér-
letes technikakkal vizsgalhatok:

rontgen és neutron szoras

rugalmas és rugalmatlan (rezonancia Raman) fényszéras, mikroszképos

(fény-, fluoreszcencias-, elektronmikroszképos) technika,

kémiai kinetikai vizsgalatok (stopped-flow, T-jump, P-jump),

kémiai és biolégiai médszerek (kémiai médositas, rekonstitiiciés vizsga-

latok, fiizids vizsgalatok, novekedés- és differencialédas vizsgalatok, kata-

litikus aktivitas mérések).

Természetesen a felsorolt médszerek mindegyike meghatarozott iddfel-
bontéssal jellemezhet§ és egy-egy konkrét dinamikai vizsgalat céljara valé al-
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kalmazhatésaga attél fiigg, hogy a vizsgalt jelenség milyen id&skalan j atszé
dik le.

A membrandinamikai vizsgalatok szertedgazé volta, valamint a rendel-
kezésre all6 igen sok kisérletes technika miatt a tovabbiakban kizarélag a
membranfehérjék mobilitasaval kivanunk foglalkozni, egyidejiileg az alkalma-
zott technikakat a fényemisszids, fényabszorbciés és fénymikroszképos méd-
szerekre kivanjuk korlatozni.

Tranziens abszorpciok mérése

Vizes oldatban levé makromolekulak rotaciés Brown-mozgasanak vizs-
galatéra aranylag hosszii id§ 6ta sikeresen alkalmazziak a fluoreszcencia depola-
riz4ciés méréseket. A médszer lényege a fotoszelekceid, amelynek soran a sikban
polaros gerjeszté fény a vizsgilt makromolekulik kezdeti véletlenszertien
orientalt, egyenletes eloszlasabol a gerjesztett molekulidknak egy orientalt alpo-
pulaciéjat valasztja ki. Ez azzal kapcsolatos, hogy az abszorpcié soran prefe-
rencidlisan gerjesztddnek azok az egyedek, amelyeknek az abszorpciés atme-
neti dipolmomentuma a bees§ fény elektromos vektoraval parhuzamos, vagy
azzal kis szoget zar be. A gerjesztett molekulaktél szdrmazé fluoreszcencia
emissziés jelek a fotoszelekcid utani anizotrép eloszlast tiikrozik. A gerjesztés-
t6] szamitott minél révidebb idén beliil kovetkezik be a fluoreszcens legerjesz-
td8dés, a fluoreszcencias fény annal magasabb polarizaciéval jellemezhets. Ha
az abszorpcid (gerjesztés) és az emisszi6 kozott eltelt atlagos id6 alatt a makro-
molekuldk térbeli orientaciéjukat szamottevé médon megvaltoztathatjik, az
emittalt fény polarizaciéja csokken. A depolarizaciés folyamat steady-state
mérések eredményeivel jellemezhetd (54), vagy idében kovethetd nanoszekun-
dumos technikaval (52, 53). A médszer alkalmazhatésaganak az a feltétele,
hogy a fluoreszcencias élettartamok és a fotoszelekcié eredményezte rendezett
allapot lecsengését jellemzd rotaciés relaxaciés idok 6sszemérhetdk legyenek.
Ez a 10-? sec —10-7 sec-os fluoreszcencids élettartamokat figyelembe véve azt
jelenti, hogy a médszer nem alkalmazhaté olyan rendszerek esetén, amelyek
rotacids relaxacios ideje 1 usec koriili érték vagy annal hosszabb. Tekintettel
arra, hogy a membranfehérjék rotacios Brown-mozgasukat nagy viszkozitasi
kérnyezetben végzik, valamint, hogy a diffiiziés mozgasok sebességét szamos,
fentebb mar emlitett tényezd korlatozza, a fluoreszcencias emisszié gyakorlati-
lag teljesen lecseng, még mielétt szignifikans depolarizacié lépne fel.

A lassi rotaciés mozgasok méréséhez olyan spektroszképiai allapotokra
van sziikség, amelyek élettartama a usec—msec idétartomanyba esik. Ilyen
hosszii élettartami allapotok a triplett allapotok. Az irodalomban kozolt
triplett prébak tdilnyomérészt valamilyen reaktiv csoporttal makromolekuldk-
hoz kapcsolhaté eozin (tetrabrém fluoreszcein) szarmazékok (1. dbra). A meg-
felel, hosszii életii triplett allapottal rendelkezd jelzdk szintetizilasa utan
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A. B.
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1. ébra. Lassii rot4ciés mérésekhez alkalmas triplett prébak. A) Eozin izotiocianéit; B) Eozin
jédacetamid; C) Eozin maleimid

lehetdség nyilt lassi rotaciés diffiziés mozgasoknak a nanosecundumos depola.
rizdciés mérésekkel teljesen analég foszforeszcencia depolarizacids vizsgalatara,

Annak ellenére, hogy az elvi lehetdség adott, foszforeszcencia mérésekre
kevés példat talalunk az irodalomban. Vizsgiltak ugyan ilyen médszerrel nagy
viszkozitasi oldészerekben kis szerves molekulak rotaciés Brown-mozgasat,
86t kifejlesztésre keriiltek olyan érzékenységii berendezések, amelyek segitsé-
gével fehérjék foszforeszcencidjat szobahémérsékleten is mérni lehet (39). En-
nek ellenére biologiai mintakon foszforeszcencia depolariziciés vizsgalatokat
eddig igen csekély szamban végeztek a sugiarzas nélkiili atmenetek relative
igen nagy valészintisége miatt. A foszforeszcencia kvantumhatasfok a hdmér-
séklet drasztikus csokkentése aran ugyan lényeges mértékben fokozhaté, de a
cseppfolyés levegd hémérséklet-tartomanyban mért adatoknak az interpreta-
lisa nem egyszerii.

Fentiek miatt a triplett prébakkal végzett depolariziciés mérések til-
nyomoérészt abszorpciévaltozasok detektiliasan alapulnak. E mérések kivitele-
zésére elvileg két lehet&ség van. Intenziv fényforrasok alkalmazasaval az elsé
triplett allapotban jelentds populaciét generdlnak, és ezt kovetSen vizsgiljak
az S, alap szingulett allapothdl az S, éallapotba vezetd dtmenettel kapcsolatos
abszorpciéesokkenést (,,ground state depletion signal”). A masik lehetdség a
T, allapot populéaciéja altal lehetségessé valé T; — T, dtmentek miatti abszorp-
cié6 mérése. Tekintettel arra, hogy a T, allapotba optikai pumpaléssal jutnak a
molekuléris rendszerek, polarizalt fénnyel térténé gerjesztés esetén a fotosze-
lekeié miatt az abszorpciévaltozasok polarizaciés irany-fiiggéek. A vertikalisan
polarizalt 1ézer-impulzusokkal torténd gerjesztés sziineteiben (az impulzusok
szélessége 1 us koriili érték) egy kiillon fényforras alkalmazéasaval mérik a minta
abszorbcids sajatsagait (9). Ez a fényforrds lehet Xe-lampa vagy wolfram-
halogén lampa (2. abra). A mér§ fényt a mintan valé athaladas utan két részre
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XENON vagy
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2. dbra. Tranziens abszorpciék mérésére szolgalé méréberendezés. B&vebb magyaréizatot 1. a
szovegben

valasztjak egy megfelel6 optikai elem (polarising beam splitter) segitségével
oly médon, hogy a fény vertikilisan, ill. horizontalisan polarizalt komponensei
térben szeparalva kiilon-kiilon detektalhaték legyenek. A mért intenzitasokbdl
meghatarozhaté a fiiggdlegesen és vizszintesen polarizalt fényre vonatkozé
Ay, ill. Ay abszorpciék mértéke, valamint ezen mennyiségeknek a lézer impul-
zussal torténd gerjesztés megsziintétsl mért id6tsl valo figgése. Az Ay(t) és
Apu(t) fiiggvényekbdl az r(t) abszorpeids anizotrépia a kévetkezd médon nyer-
heté:

Av(t) — Au(t)

r(t) = A .
v(t) + 2A4(t)

Az anizotrépia idébeli valtozasa fiiggetlen a triplett allapotok élettarta-
matél, s az r(t) figgvény analizildsa révén a makromolekulak rotaciés Brown-
mozgisanak paraméterei meghatarozhaték (21, 45).

Ahhoz, hogy egy membranfehérje rotaciés Brown-mozgasat tanulma-
nyozni lehessen, biztositani kell a sz6banforgé protein molekulak alkalmas trip-
lett probakkal val6 szelektiv jelolését. Ez altalaban nem konnyt feladat és a
megkivant szelektivitas csak ritkan érhetd el. Ilyen eset a human eritrocita
membran eozin maleimiddel valé jelolése (33), amely triplett préba tobb mint
809,-0s valdszintiséggel a Band 3 fehérjéhez kot§dik. [ FAIRBANKS és mtsai (17)
a szolubilizalt vorosvértest membranfehérjék gélektroforézise alapjan a meg-
felel§ csikokat megszdmoztak, innen az elnevezés. A Band 3 fehérje a membran-
fehérjék mintegy 259%,-at teszi ki, egy 90 000 dalton molekulasilyd, transzport
folyamatokban involvalt fehérje.]

Az eozin izotiocianattal jelolt Band 3 fehérjének (ez kevéshé specifikus
jelolés mint az eozin maleimid jel6lés, de a szelektivitas még mindig meghaladja
a 809,-ot (10, 33, 35), a membran normalisaval parhuzamos tengely koriili for-
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gasat jellemz§ rotacids diffiziés egyiitthatéjara meglepen alacsony érték
(1000 s—') adédott. Meglepd, hogy az anizotrépia bomlas egy konstans értékre
vezetett, mas széval még igen hosszui id6k utan sem allt be a teljes rendezetlen-
ség. Ennek valészintileg az a magyarazata, hogy tobb, kiilonb6z8 rotaciés
diffuziés allandéval jellemezhetd alpopulacié talalhaté a Band 3 molekulak
kozott, és egy lassi depolarizaciéji komponens kizarja a mért idGk alatti teljes
depolarizaciét. A mérések nagyobb idéfelbontéssal valé megismétlése szerint az
anizotrépia iddbeli csokkenése két szimultan folyamatra enged kévetkeztetni.
A gyorsabb, 200 us koriili relaxaciés idé a Band 3 fehérje dimérjeihez rendel-
het§, mig a 2—5 ms-os iddéallandéval jellemezhets folyamat egy nagy mérték-
ben gatolt rotaciés mozgasra utal.

Erdekes, hogy a cholesterol, amely tudvalevéen néveli a lipid mikrovisz-
kozitasat (35), gyakorlatilag nem befolyasolja a Band 3 rotaciés diffiziéjat a
0,34—1,66 cholesterol/foszfolipid molaris koncentraciéarany tartomanyban.
Ez azt jelenti, hogy legalabbis bizonyos membranfehérjék roticiés mobilitasa
fiiggetlen a membran fluiditastél. Ilyen esetekben feltételezhetd, hogy a rotaciés
Brown-mozgias gatlasaban nem a viszkozitis a meghatarozé, hanem esetleg
valamely, a fentiekben felsorolt egyéb gatlé tényezd (33).

Sapkaképzodés (,,Capping™)

A sejtfelileti immunglobulinok (Ig) eloszlasa a legtébb limfoid sejten
megvaltozik, ha a fiziol6giashoz kozeli hGmérsékleten anti-Ig molekulak kotéd-
nek hozzajuk. Elséként TAYLOR és mtsai (46) figyelték meg, hogy ha anti-Ig-k
kotddnek a B sejtek feliileti Ig receptoraihoz, azok agrregalédnak. A folyamat
soran elgszor a kezdeti mikroaggregatumok (,,cluster’’-ek) nagyobb kiterje-
dési foltokka (,,patch”) alakulnak, végiil a receptorok tilnyomé tébbsége a
sejtfeliilet egy meghatarozott helyére vandorol és ily médon egy tn. sapka
(,,cap”) alakul ki. A jelenséget tobb tipusi ligand-receptor kélesonhatas kivalt-
hatja (46). Az Ig receptorokon kiviil cap-képzddést észleltek, tobbek kozott
lektin (konkanavalin A, fitohemagglutinin) receptorok (29, 50), H-2 (13), C,
(15), F¢ (38), HLA (24): #, mikroglobulin (36), poli-L-lizin (47) stb. receptorok
és a megfeleld ligandok kapcsolédasat kovetden. A sapka éltalaban a sejtfelii-
letnek a Golgi-féle szervhez kozeli helyén alakul ki (12), de a pontos hely a sejt
és a receptor tipusoktél fiiggGen valtozhat (14). Hasonléan, sejt és receptor
tipusoktdl fiiggben bizonyos receptorok meghatarozott koriilmények kozott
egymastél fiiggetleniil produkalhatnak cap-képzédést (27), ugyanakkor els-
fordulhat, hogy kiil6nb6z8 receptorok, un. co-capping jelenséget produkailva
ko6zos cap-kialakulast eredményezhetnek (14). A kialakult cap altaldban nem
stabil, az anti-Ig-Ig komplex egy része pl. endocitézis révén a sejt belsejébe
keriil, mas része levalik a sejt felszinérdl és az extracellularis térbe jut (3, 46,
47). Ezutan a feliileti Ig-k djraszintetizalasahoz 6—20 6rara van sziikség (28).

12 MTA Biol. Osst. Kézl. 24 (1981)



458 TRON LAJOS és DAMJANOVICH SANDOR

Alacsony hémérsékleten a patch és cap kialakulds altalaban egyarant gatolt,
valészintileg az anyagcesere-folyamatok leallitasa miatt. A citoszkeletonra haté
citokalazin B esetenként semmilyen vagy elhanyagolhaté, maskor szamottevd,
de korintsem teljes gatlast eredményez. Mindmaig nem tisztazott, hogy a sej-
tekben fiziolégias koriilmények kozott lejatsz6doé folyamatokban van-e a cap-
ping folyamatanak valamilyen szerepe vagy jelent&sége.

A cap-képzbdésben megnyilvinulé feliileti receptor mozgékonysag arany-
lag kicsi és fluoreszcencias mikroszkop segitségével kényelmesen tanulmanyoz-
haté (30). Novikoff hepatoma és normalis patkany maj sejtek konkanavalin A
receptorainak cap-képzését vizsgaltak fluoreszcencias (fluoreszcein izotiocianat-
tal jelolt) konkanavalin A segitségével. Megallapitottak, hogy Novikoff-sejtek
esetén a cap kialakulasahoz 37 °C-on a lektin koncentraciétél fiiggéen 20— 60
perc sziikséges. A cap-képzbdés alacsony (3 °C) hmérsékleten, valamint glutéar-
aldehides fixalas utan nem figyelhetd meg. Ugyanakkor normalis hepatocita-
kon sem 3 °C-on, sem 37 °C-on nem észleltek sapkakialakulast. Figyelembe
véve, hogy a normalis és transzformalt sejtek alacsony konkanavalin A kon-
centracick mellett egyarant agglutinalhatdok, arra kovetkeztettek, hogy —
legalabbis ebben a konkrét esetben — a sejtagglutinalds és a konkanavalin A
receptorok nagy tavolsagokra vonatkoztatott lateralis mobilitasa ko6zott nines
kozvetlen kapesolat. A lektin receptorok mozgékonysaganak normalis és
malignus méajsejtek esetén észlelt kiilonbsége a transzformacié markeréiil szol-

galhat.

Fotodekompoziciot koveto fluoreszcencia intenzitas regenerdlédas (,,Fluorescence
photobleaching recovery )

Integralis membranfehérjék lateralis mozgasat els§ izben FrRYE és EpIDIN
(20) észlelték, amikor megallapitottak, hogy sejtek fuziéjat kovetden a két
sejt feliileti komponensei egyenletesen eloszlanak a fizié eredményezte sejt
egész felilletén. FOWLER és BRANTON (19) késébb lényegében ugyanilyen tech-
nikaval vizsgaltak a sejtmembran komponenseinek a humén eritrocitak fuziéja
utani djraeloszlast. Fluoreszcein izotiocianattal (FITC) jelolt vorosvértesteket
jeléletlen eritrocitdkkal fiizionaltattak Sendai virus vagy polietilén glikol alkal-
mazasaval. A fizié utan el6alls sejt fele részben sotét (nem fluoreszkald), fele
részben vilagos volt. Ez a nem egyenletes eloszlas bizonyos id§ elteltével egyen-
letes fluoreszcencia intenzitds eloszlasba ment at. A jelenség magyarazata, a
vorosvértest membranokkal (,,ghost) végzett hasonlé kontroll kisérletek
eredményei alapjan, egyértelmiien a fluoreszcencias médon jelzett integralis
membréanfehérjék diffiziéja. Ugy talaltik, hogy az egyenletes eloszlashoz sziik-
séges id6 csokkend hémérséklettel novekszik. A mért id6kbsl meghataroztak
a diffiziés allandék kozelits értékét.
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A fotodekompoziciét kovetd fluoreszcencia intenzitas regeneralédas
(,,fluorescence photobleaching recovery” — FPR) médszer alkalmazasakor a
FryE— EpiDIN, ill. FOWLER—BRANTON-médszerhez hasonléan egy kezdeti,
nem egyenletes eloszlast hoznak létre, majd az egyensiilyi eloszlashoz valé
kozeledést vizsgaljak idében. Bizonyos fluoreszcencis festékek ismert sajat-
saga, hogy intenziv fénnyel torténé besugirzds hatasara fotodekompoziciot
szenvednek. Kiilonosen fotoérzékeny fluoreszcens marker a fluoreszcein izo-
tiocianat. A szokdsos fénymikroszkopos vizsgilatokban észlelték, hogy ez a
festék igen gyorsan halvanyul. Ez adta az étletet, hogy intenziv besugarzas
segitségével a sejtek feliiletének egy kicsiny részén az egész ottlevd festék
mennyiségét elimindljak és azt kovetSen mérjék ugyanazon helyen az esetle-
ges fluoreszcencia intenzitas novekedést. Tekintettel arra, hogy ha a fotodekom-
pozicié az egész sejt feliiletére kiterjedt, a fluoreszcencia intenzitas csak mini-
malis mértékben novekedett (37), az ennél lényegesen nagyobb mértéki fluo-
reszcencids intenzitas novekedésnek csak az lehet a magyarazata, hogy a
scannelt feliiletre a sejtfeliilet azon részérél diffundalnak a fluoreszcein izotio-
cianattal jelzett membrankomponensek, amely részek a primer fotodekompo-
zicién kiviil estek.

Az FPR médszer alkalmazasa sziikségessé teszi meghatarozott membran
komponenseknek megfelels fluoreszcens markerekkel valé jelzését. Erre a célra
legelterjedtebben fluoreszcein vagy rodamin szarmazékokat hasznilnak. A
mérések soran a fluoreszcens mikroszkép latéterében egyetlen sejtet vizsgal-
nak. A sejtfeliilet egy kicsiny hanyadat (néhany pm?) rovid iddre igen intenziv,
fokuszalt fénnyel vilagitjak meg. Ezt kovetden a megvilagitas erdsségét neut-
ralis szfir6kkel igen nagy mértékben csokkentik, hogy a fluoreszcencia inten-
zitas valtozasanak mérése idején szamottevs fotodekompozicié ne léphessen fel.
A fluoreszcencia intenzitas id6ben novekszik, amint a kivalasztott feliiletre az
azt kornyezé teriiletekrdl fotodekompoziciét nem szenvedett fluoreszcens fes-
tékkel jelzett membrankomponensek diffundalnak. A fluoreszcencia intenzitas
idébeli valtozasabdl diffiziés egyiitthaték hatirozhaték meg.

Az ilyen mérések kiértékeléséhez, az abszolit transzport paraméterek
meghatarozasidhoz a fénynyaldb pontos geometridgjanak és azon beliil a fény-
intenzitas eloszlasanak ismerete sziikséges. A moédszer hatranya, hogy nem
képes kiilonbséget tenni a random diffiizi6 és a sejtfeliileten tobbek altal fel-
tételezett szisztematikus dramlasok miatti fluoreszcencia intenzitasvaltozasok
kézott. Ezen okok miatt a diffiziés paraméterek ilyen médon meghatérozott
értéke a valddi értéktdl esetenként eltéréseket mutathat.

A 3. adbran egy médositott FPR kisérleti elrendezés lathaté (37). Az L1
egy specialis mikroszképobjektiv, amely a lézernyalabot a mintara fékuszalja.
Ez el6tt a lencse el6tt el lehet helyezni egy hengerlencsét, ilyen esetben az
elhalvanyitott feliilet megnyult téglalap alakid. A két nyaldbeleoszté szerepe,
hogy kényelmesen lehessen a fényintenzitést a fotodekompoziciét produkalé
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3. dbra. FPR vizsgélatok céljara alkalmas mér6rendszer. B6vebb magyarazatot 1. a szévegben

(s»bleaching”) és a mérési célokat szolgalé (,,monitoring”’) értékekre beallitani,
mikézben a nyaldb helyzete nagy pontossaggal valtozatlan. Ha a Z2 reteszt
zarjak, a fény csak négyszeres visszaver8dés utan jut a minta megfeleld helyére.
Mivel minden visszaverddés mintegy 109, hatasfokd, ezért az intenzitasvalto-
zas ~ 107%4-szeres. A nyitds—zaras 1 ms alatt elvégezhetd.

A nyalab helyzete az FT forgétiikor forgatasaval valtoztathaté. A foto-
dekompozicié t6bb mint 10, nagy pontossaggal beallithaté pozicié barmelyi-
kén, esetleg mindegyikén létrehozhatoé, és ezt kovetSen egymas utdn mérik az
Osszes pozicioban a fluoreszcencias intenzitas id6beli valtozasat. Ilyen médon
kényelmesen el lehet kiiloniteni a szisztematikus dramlasok és a random diffd-
zi6 miatti intenzitasvaltozdsokat. A kiilonb6z8 médon kivitelezett FPR méré-
sek eredményeibdl a diffdziés allandok meghatarozatara tébb matematikai
modszer all rendelkezésére (5, 25, 26).

Sejtfeliileti receptorok eloszlasa

A sejtmembran feliletén elhelyezked§ receptorok eloszlasat, valamint
annak id6beli valtozasat illeten elvileg két szélsdséges felfogas lehetséges.

i., a receptorok eloszlasa determinisztikus és egyszersmind statikus;

ii., az eloszlas teljesen véletlenszeri (egyenletes) és barmely kivalasztott
receptor tokéletesen random diffiziés mozgast végez.

Az el6z6 fejezetekben kifejtett tények mindkét extrém elképzelést kizar-
jak. A statikus kép teljesen tarthatatlan, ez az el6zdek ismeretében nem szorul
tovabbi indokolasra. Hasonléképpen elvethetd a barmiféle restrikciot nélkiil6zs
sztochasztikus modell is (I. a folyékony mozaik membranmodellel kapcsolatos
megjegyzéseket). A valésagot jobban kozelité6 modellek ezen két szélsGséges
modell ,,k6zott” keresenddk. Ilyen és ehhez hasonlé meggondolasokbél kiin-
dulva a sejtfeliileti receptorok eloszlasara az alabbi modellt javasoltuk (11).

A receptorok elhelyezkedése nem lehet teljesen egyenletes, azok mozgasa
nem lehet teljesen sztochasztikus. Erre utal, egyebek kozott, a kiilonboz8 re-
ceptorok csatolt sapkaképzése (,,co-capping”) is (40). Bizonyitottnak tekint-
hetd, hogy a receptorok (legalabbis egy résziik) és a citoszkeleton rendszer ko-
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zott strukturilis kapesolat 1étezik. Mivel a mikrotubulus, a mikro- és vastag-
filamentum rendszer a sejtek genetikusan meghatarozott stuktirai, az altaluk
,.kihorgonyzott” receptoroknak a sejt feliletén valé eloszlasa nagy valészinfi-
séggel a fenotipusra, ill. a genotipusra (esetleg mindkettdre) jellemzd karakte-
risztikus vonasokat hordoz. Bar a receptorok tilnyomé tobbsége (ha van
egyaltalan kivétel) mérhet§ rotacios és lateralis mozgékonysaggal bir, e folya-
matok dinamikaja megengedheti a receptorok egyes, fajra, ill. egyedre jellemzg,
topolégiai sajatsagainak idGbeli megmaradasat. Az ilyen megmaradé jellegze-
tességek nem feltétleniil egyetlen, azonos tipusi receptorokkal kapesolatosak,
hanem t6bb, kiillonb6z8 ligandum receptoraira kiilon-kiilon vagy azok egyiit-
tesére egyidejiileg fennall6 kozos torvényszeriiségek lehetnek (40). A modell
kisérletes ellendrzése nem konnyti, ilyen célra az elektronmikroszképos ,,freeze
etching” (1) technikanal minden bizonnyal effektivebb médszert jelent a ligan-
dumok egymas kotddését befolyasolo hatasanak vizsgalata (8, 18), valamint a
fluoreszcencids energia transzfer moédszer, amelynek segitségével az involvalt
kiilénb6z6 receptorok kozotti atlagos szeparaciés tavolsagokat szimultan lehet
meghatarozni (40). Az ilyen meghatarozott receptor topolégiat (,,receptor pat-
tern”’) leiré paraméterek a sejt feliiletét karakterizalé egyéb adatok (recepto-
rok kvalitativ és kvantitativ jellemzése stb.) mellett hozzatartozhatnak az
egyes sejtek teljes leirasahoz, maga a receptor pattern pedig a kiilonboz6 felis-
merési folyamatokban jatszhat szerepet.

Varhaté eredmények

A sejtfeliileti receptorok integralis membranfehérjék, amelyek igen nagy
affinitassal kotnek meg kiilonb6z6 sejtfolyamatokat regulalé ligandokat. A
receptorok miikodésére nem alkalmazhaté semmilyen univerzalis modell.
Ugyanakkor egyre tobb kisérleti adat utal arra, hogy a sejtfeliileti komponen-
sek aggregiciés allapota és diffizids sajatsagai bizonyos sejtfunkciokkal korre-
laciéban allnak. Bar jelenlegi ismereteink tavol allnak attél, hogy segitségiik-
kel elfogadhat6 médon magyarazni lehessen a sejtfeliilet dinamikajat meghata-
rozé faktorok hatasat, elképzelhetd, hogy a témakoron beliili tovabbi kutatasok
a dinamikai sajatsagok megvaltozasaiban egy-egy, sok elemi l1épést tartalmazo
sejt-valasz vagy membranon keresztiil megvalésul6 szignalizacié valamely kez-
deti fazisat fogjak azonositani.
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