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Bevezetés 

A biológiai membránok kutatása az elmúlt évek során az érdeklődés 
homlokterébe került. A sejtmembrán szerepe nemcsak a külső tér felé való 
lehatárolásból áll. Mai felfogásunk szerint jelentős szerepet játszik az extra-
és intracelluláris üzenetek közvetítésében, az immun sajátságokban, a szövetek 
felépítésében és a legkülönbözőbb transzportfolyamatokban. 

A membránkutatás módszerei között jelentős helyet foglal el a különböző 
jelölések és módosítások hatásának tanulmányozása és az ebből nyert infor-
mációk felhasználása a szerkezeti felépítés és a funkciók megértéséhez. A módo-
sítás természetesen igen tág fogalom, és a gyakorlatban meglehetősen bizony-
talan élesen megkülönböztetni specifikus és aspecifikus, reverzibilis és irrever-
zibilis beavatkozásokat. Nincs éles határvonal a felszínen reagáló ún. vekto-
riális próbamolekulák és a permeáló reagensek között sem [122, 150]. Óvatos-
ságra int, hogy az ilyen bizonytalanságok a kísérleti megfigyelések eltérő, 
vagy éppen ellentétes értelmezésére is alkalmat adhatnak. 

Ennek a beszámolónak az anyagát a vörösvértest membránra korlátoz-
zuk. Általánosabb kört ölel fel néhány, az elmúlt időszakban megjelent össze-
foglaló [23, 51, 149, 150]. Ugyanígy csak utalunk a kifejezetten biofizikai jel-
legű (fluoreszcencia, EPR, NMR) vizsgálati lehetőségekre [2, 5, 30]. 

I t t nem részletezett, sajátos membrán módosítást eredményeznek egyes 
antibiotikumok azáltal, hogy ú j permeációs csatornákat hoznak létre [72, 97, 
129], továbbá a különböző lipidek hozzáadása pl. a membrándenzitás megvál-
toztatásával [64, 104]. A módosított vörösvértest membránon létrejövő hemo-
litikus jelenségek egy korábbi beszámoló anyagát képezték [89]. 

A membrán jelölési módszerek jó része a fehérjekémiából számazik [136, 
137, 148], elsődleges célja megfelelő markerek kiválasztása volt szolubilizált 
frakciók nyomon követésére [23, 65, 150]. Ehhez társidt a másik alkalmazási 
lehetőség, a kémiailag módosított membrán működésének a tanulmányozása. 
Referátumunkban az utóbbi évek megfigyeléseinek és javasolt új módszerei-
nek áttekintését kíséreljük meg. (A kézirat lezárása: 1976. márciusa.) A csoport-
specifikus reagensek mellett indokoltnak látszott önállóan tárgyalni a kereszt-
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kötéses vizsgálatok eredményeit, végül az alkalmazási lehetőségeket néhány 
saját példán illusztráltuk. 

R ö v i d í t é s e k : 

A N S : l - an i l i i io -8 -naf ta l inszu l fonsav 
D A S : 4 ,4 ' -d iace tamidos t i lbén-2 ,2 ' -d i szu l fonsav 
D I D S : 4 ,4 ' -d i izo t ioc ianos t i lbén-2 ,2 ' -d iszul fonsav 
D N F B : l - f luoro-2 ,4-d in i t robenzol 
D N F F B : l ,5-d i f !uoro-2 ,4-d in i t robenzol 
D T N B : 5 ,5 ' -d i t io-b isz- (2-n i t robenzoesav) 
N A P - t a u r i n : N-(4-az ido-2-ni t rofeni l ) -2-aminoet i i szulfoná* 
N E M : N-e t i lmale imid 
Р С М В : p -k ló rmerku r ibenzoesav 
P C M B S : p -k ló rmerkur i f en i l s zu l fonsav 
S I T S : 4 -ace tamido-4 ' - i zo t ioc ianos t i lbén-2 ,2 ' -d i szu l fonsav 
T N B S : 2 ,4 ,6 - t r in i t robenzolszu l fonsav 

Aminoreagensek alkalmazása 

Érthető az a kívánság, hogy a felhasznált reagens lehetőleg specifikusan, 
csak egy célba vett membrán komponenssel reagáljon. Indokolt az az igény 
is, hogy a próbamolekula csak a vizsgálni kívánt membrán felszínre hasson, 
azaz ne legyen képes a membránon átjutni, és ezáltal a támadás helye jobban 
körülhatárolhatóvá váljon. Ezekhez a szempontokhoz társul még az a kívána-
lom is, hogy a kapcsolódás erős, lehetőleg kovalens legyen, különösen azokban 
az esetekben, amelyekben utólagos membrán szolubilizálással egybekapcsolva, 
pl. SDS-elektroforézissel követjük nyomon a fehérjefrakciókat. 

Olyan vegyületeket, amelyek ezeket a maximális követelményeket kielé-
gítenék, jelenleg nem ismerünk. Rendszeres kutatás folyik ezért egyre újabbak 
előállítására és kipróbálására. Minthogy az aminocsoportok jó része fiziológiás 
körülmények között protonnal asszociált lehet és pozitív töltéssel bír, a próba-
molekulák gyakran anionos jellegűek. 

A felületi csoportok jelölésére B R E T S C H E R [ 1 2 ] a 35S-formil-metilszulfon-
metilfoszfátot alkalmazta, hasonló céllal C A B A N T C H I K és mtsai [ 2 0 ] a piridoxál-
foszfátot vizsgálták. A piridoxálfoszfát Schiff-bázist képez az aminocsoportok-
kal, reagál a különböző polipeptidekkel és glikoproteinekkel, bórhidrides reduk-
cióval a kötés helye rögzíthető és egyidejűleg tríciummal is jelölhető. Mindkét 
anyag azonban csak igen óvatos kísérletekben alkalmazható felszíni reagens-
ként, mert a plazmamembránon lassan penetrálnak. 

Gyakran alkalmazzák a TNBS-t, amely a fehérjéken kívül foszfolipi-
dekkel is készségesen reagál [10, 11]. Azt a feltételezést azonban, mely szerint 
a hemoglobint csak elhanyagolható mértékben jelöli ( 1 4 1 ) , óvatosan kell kezel-
ni. Általános probléma ugyanis az, hogy a fajlagos jelöltségben kifejezett ered-
mények a hemoglobinnak a membránhoz viszonyított óriási túlsúlya miatt 
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eltorzítják a valós helyzetet. Ha pl. a TNBS-sel végrehajtott reakció után 
anyagmérleg-szerűen értékeljük a jelölődést, összemérhető értékeket kapunk 
a két frakcióban [1]. 

W A L L A C H a kis molekulasúlyú reagensekkel nyert vizsgálati eredménye-
ket úgy értékelte [150], hogy felszíni, vektoriális jelölésre való alkalmasságuk 
sohasem meggyőző. Az, hogy adott körülmények között a felület alatt milyen 
egyéb helyekkel képesek reagálni, a kérdéses csoportok elérhetőségétől, reak-
tivitásától és természetesen a reagens diffúziós sebességétől függ. 

Nyilvánvaló, hogy a jelölt csoportok membránbeli elhelyezkedéséről csak 
alaposan ellenőrzött metodikák és összehasonlító vizsgálatok adhatnak értékel-
hető megállapítást. G O R D E S K Y és mtsai [ 4 9 ] olyan, gondosan kidolgozott eljá-
rást közöltek, amelyben elérhető, hogy a TNBS vektoriális próbaként visel-
kedjék, ill. emellett a reagens alkalmas foszfolipidek és fehérjék intramembrán 
átmeneti zónáinak felderítésére is. 

A membrán módosítására számos anionos anyagot, — egy részük egyúttal 
fluoreszcens festék is, próbáltak ki (ANS: 41, 42; diazotált jódszulfanilsav: 
128; diaminostilbén: 78; izotiocianostilbén származékok: 17, 18, 155). Közös 
jellemzőjük, hogy a pozitív membránhelyekkel reagálva erős hatással vannak 
a vörösvértestek iontranszportjára is. P A S S O W és R O T H S T E I N munkacsoportjai 
ezen vegyületek alkalmazásával tisztázták a membrán egyik fehérjekomponen-
sének és az anionok kicserélődési diffúziójának kapcsolatát, amit a következők-
ben kísérlünk meg röviden áttekinteni. 

Kezdeti próbálkozások során SITS-szel a membrán külső felszínén levő 
amino- (és esetleg hisztidil-, valamint guanidin-) csoportokat kívánták jelölni. 
Nem volt azonban itt sem kizárható a hemoglobin jelölése [150], ami a vekto-
riális alkalmazhatóság ellen szólt. Másrészt a SITS erősen kötődött ugyan a 
membránfehérjékhez [75], azonban mint kiderült, ez a kapcsolat mégsem kova-
lens, ugyanis albumin jelenlétében végzett mosással a reagens java része eltá-
volítható volt. Csak egy kis, a kísérleti körülményektől függő része maradt 
rögzítve, ez feltehetően valóban kovalensen kötött [17]. Ezekkel a bizonytalan-
ságokkal szemben a SITS azért különlegesen jelentős, mert a kation diffúzió 
befolyásolása nélkül specifikusan csak az aniontranszportot gátolta. 

Előállítottak további származékokat is és sikerült olyanokra bukkanni, 
melyeknél a zavaró tulajdonságok elmaradtak. így pl. a DIDS nem penetrál, 
a membránhoz irreverzibilisen kötődik és egyidejűleg már 10~6M koncentrá-
cióban gátolja az aniontranszportot. Ép sejteken a kötődése egyetlen fehérjén 
következik be, a kb. 95 000 Dalton molekulasúlyú, ún. 3. frakción. A trip-
szines kezelés hatástalan erre a fehérjére, míg pronázzal vagy kimotripszinnel 
két részre hasítható: ezek közül a 65 000-es szegmens a DIDS -okozta anion-
transzport gátlás helye, ép sejteken [19] és visszazárt ghostokon [21] egyaránt, 
összhangban ezzel a megállapítással a pronázos emésztés önmagában is gátolja 
az aniontranszportot [113]. 
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A DIDS specifikus kötődése lehetővé te t te a sejtmembránon levő transz-
porthelyek számának becslését. Az I. táblázatban összegyűjtött adatok mel-
lett összehasonlításul a szolubilizált fehérjék elemzési eredményeit is feltün-
tet tük. Az egyes vizsgálati módok szolgáltatta értékek erősen eltérőek, ami 
különböző okokra vezethető vissza. Nem zárható ki a 3. fehérjében szubfrak-
ciók létezése, amelyek DIDS-szel szembeni reaktivitása különböző lehet. Ma-
gyarázhatja az eltéréseket az is, ha a SITS és a DIDS molekulánként több, 
pl. három kötőhellyel reagál, ami fedésbe hozná az eredményeket (a D N F B 
monofunkcionális). Lehetséges azonban, hogy kísérleti hibák állnak az eltérések 
mögött [155], amelyek a nyomjelzett DIDS-szel vannak összefüggésben. A ku-
tatások mindenesetre összefüggést teremtettek a 3. fehérjefrakció és az anion-
transzport között. Jóllehet a fehérje kötőhelyei a külső felszín közelében helyez-
kednek el, a fehérje egyéb vizsgálatok tanulsága szerint átszeli a membránt 
[12, 103]. 

1. táblázat 

A 3. f e h é r j e k o m p o n e n s mennyisége és specif ikus j e lö l t sége vörösvé r t e s t m e m b r á n b a n ( d b / s e j t ) 

Kötődés Reagens 3. f ehé r j e H i v a t k o z á s 

40 105 1 2 5I-DIDS 17 
3 105 3 H - D I D S 9,4 • 103 18 

11,6 • 105 140 
8 - - 1 2 • 105 SITS ha tá sa D N F B kötődésre 155 

149 
3 105 l - izotiociano-4-benzolszulfonsav 57 

A DNFB az előbbi vegyülettípustól eltérően az aminocsoportok nem-
ionos formájával reagál. Ennek megfelelően a dinitrofenilálási reakciónak a 
pH emelése kedvez. P O E N S G E N és P A S S O W [ 1 1 5 ] megállapították, hogy A 

DNFB bejut a sejtbe és csak egy kis töredéke az, amia membránt jelöli. Amemb-
ránban a fehérjék mellett készségesen reagál a lipidekkel is, elsősorban fosz-
fatidiletanolaminnal [50]. További jellemzője, hogy különböző funkcionális 
csoportokkal képes kölcsönhatásokba lépni, az aminocsoportok mellett SH-, 
imidazol- és fenolos hidroxilcsoportokkal is. Ezen okok miatt érthetően nem 
alkalmas specifikus jelölésre, transzportfolyamatok tanulmányozásával tár-
sítva azonban hasznosnak bizonyult. 

A DNFB hatékony, irreverzibilis gátlója a karrier-közvetített cukor-
transzportnak a vörösvértest membránon. Sajátos módon szubsztrát jelenlété-
ben a gátló hatás jelentékenyen módosul [38, 131]. Ép sejteken a külső térben 
levő 120 mM glukóz növelte a DNFB gátló hatását , míg intracellulárisan ellen-
tétes befolyást gyakorolt. Ez arra látszik utalni, hogy bármilyen széles körű 
is a DNFB hatása a memránra, bizonyos szelektivitás észlelhető abban az érte-
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lemben, hogy eltérő reaktivitást mutat a glukóz-karrier két konformációjával 
szemben, amelyek a külső, ill. a belső glukóz hatására alakulnak át egymásba. 
Ezekkel a megfigyelésekkel mutatnak kapcsolatot a differenciáljelölési tech-
nikával nyer t eredmények is [37, 66]. A glukóz jelenlétében, ill. távollétében 
DNFB-vel reagáltatott izolált membránfehérjék SDS-elektroferogramjainak 
összehasonlítása szerint a glukóz jelenlétében megnövekedett kötődésért egyet-
len, 180 000-es molekulasúlyú fehérjefrakció látszik felelősnek. A D N F B fel-
használásával a cukortranszportban szerepet játszó funkcionális csoportok 
felderítésére is voltak törekvések [7], azonban a reagens nem-specifikus volta 
miatt ezek kevéssé értékelhetők. 

Szulfhidril-reagensek 

Az alkalmazási célkitűzéseket és az eredmények megbízhatóságát te-
kintve általában azok az általános szempontok érvényesek az SH-reagensek 
használatakor is, amelyekre az aminoreagensek kapcsán kitértünk. Minden-
esetre a szulfhidril-reagensek alkalmazását némileg egyszerűsíti az, hogy a 
membránlipidek kiesnek a lehetséges célpontok közül. 

Egy-egy reagens többnyire az SH-csoportok különböző populációjával 
képes kölcsönhatásba lépni, ami azzal a következménnyel járhat , hogy egy-
idejűleg különböző transzportfolyamatokat is befolyásol. Bizonyos specifici-
tást sikerült kimutatni a jódacetátnál, ami óvatos eljárás során és ép sejteken 
csak egyetlen, 35000-es molekulasúlyú fehérjét jelölt [25]. Ez a reagens ismert 
gátlószere a glicerinaldehid-3-foszfát dehidrogenáznak [31, 56], az intramemb-
rán jelölése is feltehetően i t t jön létre [23]. Miután az enzim a membrán cito-
plazma felé eső oldalán helyezkedik el, ez a megfigyelés egyúttal arra is figyel-
meztet, hogy pusztán abból a tényből, hogy valamely próbamolekula specifi-
kusan reagál, semmiképp sem következtethetünk annak vektoriális, azaz nem-
penetráló jellegére. 

A reagensek felszíni hatásának biztosítására a próbamolekulák méreté-
nek növelése látszik a legeredményesebbnek. Ily módon egyes maleimid szár-
mazékok [29, 88] alkalmasak lehetnek erre a célra; polimerekhez kapcsolt 
SH-reaktív ágensek pedig már eddig is igen hasznos felvilágosításokkal szol-
gáltak, és alkalmazásuk további kiterjesztése várható. Ez t az elvet valósítot-
ták meg dextránszármazékok és PCMB, vagy maleimid összekapcsolásával, és 
így nem-penetráló, reaktív makromolekulákat nyertek [4, 133, 150.] Ezek 
segítségével sikerült k imutatni a ouabain-érzékeny ATPáz és a hexóz-karrier 
működésében a felszíni SH-csoportok szerepét. 

A vörösvértest membrán transzportfolyamatainak tanulmányozásában a 
szulfhidril-reagensek azokban az esetekben is kiemelkedő szerepet já tszanak, 
amelyekben nem kizárólag felszíni ha tásokat vizsgálunk. Így, túlmenően a 
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felszíni SH-csoportokon a glukóztranszportban a szulfhidril-csoportok szerepe 
jódacetamiddal [7], NEM-mel [4], PCMBS-sel és klórmerodinnal [135, 156] 
egyaránt bizonyított. Hasonlóképp részt vesznek bizonyos SH-csoportok a víz 
[13] és az uridintranszportban [39], a kationok diffúziójában [74, 75, 101, 
130], az ATPáz működésben és a membrán kationkötő képességében is [121, 
144]. 

A kísérleti megfigyelések értelmezésénél szükségszerűen felvetődik az a 
kérdés, jogos-e a membránműködés, pl. a transzporttulajdonságok megváltozá-
sát a reagens specifikus kölcsönhatásával magyarázni, vagy lehet-e az egy 
járulékos, másodlagos károsodás következménye is? Apoláros spin-labellek-
kel nyert eredmények azt mutat ják , hogy az SH-reagensek nem hoznak létre 
észrevehető elváltozásokat a membránmátrixban [117]. Ez a megfigyelési mód 
azonban, gyakorlatilag csak a lipidrégiókra korlátozódik, amelyben különben 
is valószínűtlenek SH-reagensek hatására az elváltozások. Értékesebbek azok 
a megfigyelések, amelyeket az SH-reagensek a víz permeálásával kapcsolatban 
szolgáltattak. A membrán SH-csoportok nagy részével reagáló NEM és jód-
acetamid ugyanis nem befolyásolják az ozmotikus víztranszportot, ezért fel-
tehetően nem befolyásolják az útvonal hidrofil pórusainak állapotát sem. 
A DTNB ezzel szemben, bár reaktivitása az SH-csoportok jóval szűkebb körére 
terjed ki, gátolta a víztranszportot, ezt a hatást viszont B R O W N és mtsai már 
egy specifikus, a 3. fehérjén létrejövő reakcióval hozzák összefüggésbe [13]. 

Vörösvértestek módosítása keresztkötésekkel 

A két vagy több reaktív csoportot tartalmazó anyagok ugyanazokkal a 
membránhelyekkel lépnek kölcsönhatásba, amelyekkel a monofunkcionális ana-
lógjaik. Mégis indokoltnak látszik önállóan kezelni őket, mert az utóbbi évek 
kutatásaiban egyre növekszik a jelentőségük. A keresztkötéses vizsgálatok is 
izolált fehérjéken kezdődtek (szérumalbuinin: 35, 142; inzulin: 58, 106; glice-
rinaldehid-3-foszfát dehidrogenáz: 33, 54; hemoglobin: 85), az erre épülő 
membranológiai felhasználásokban a szerkezet merevítésének a szerepét, külö-
nösen pedig a membránfehérjék egymáshoz viszonyított elhelyezkedését tisz-
tázhatjuk ezzel a technikával. A fehérjék összekapcsolás utáni elektroforetikus 
viselkedése, egyes frakciók eltűnése és újabbak megjelenése ad alapot az ilyen 
vizsgálatokhoz. 

Ahhoz, hogy a kívánt behatásokat minél kevesebb mellékjelenség tor-
zítsa, igen lényeges az, hogy az eredeti membránbeli töltésviszonyok fenn-
maradjanak. Ügy látszik, ennek a követelménynek a glutáraldehid és a külön-
böző bifunkcionális iminoészterek eleget tesznek [137] azzal a megszorítással, 
hogy az új pozitív csoportok elhelyezkedése és pK-értéke azért többé-kevésbé 
eltér a kiindulásitól. 
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A keresztkötéses vizsgálatok értékelésénél figyelembe veendő, hogy a 
reagensek általában kevéssé specifikusak. A diiminoészterek főleg lizil-e-amino-
csoportok amiinálásával kovalens keresztkötéseket hoznak létre [58, 105], 
emellett azonban egyéb átmeneti terméket is szolgáltatnak [15, 16]. A vörös-
vértest membránban a különböző fehérjék, közöttük glikoproteinek mellett 
[62] lipidekkel is reagálnak [63]. Ép sejteket vizsgálva valamennyi diimino-
észterrel megfigyelhető a hemoglobin keresztkötése is [55, 87, 152]. Ismeretes, 
hogy a keresztkötések következtében a sejtek hemolitikus hatásokkal szemben 
ellenállóvá válnak. Miután a reagens bejut a vörösvértestekbe és a hemoglobin-
nal is reakcióba lép, nem dönthető el, hogy a rezisztencia vajon a membránra 
gyakorolt hatásnak, a membrán belső felszínének és a hemoglobin összekap-
csolásának, vagy a hemoglobin molekulasúly-növekedésének a következmé-
nye-e. Spin-label vizsgálatok azt mutat ták, hogy a keresztkötések hatására 
a membrán belseje teljesen immobilissá válik [77], utalva a membránban létre-
jövő jelentős elváltozásokra, amelyek egyébként a továbbiakban tárgyalt szo-
lubilizált fehérje-molekulasúlyokban is megmutatkoznak. Ujabban elektron-
mikroszkópos vizsgálatok kimutatták, hogy a merevvé te t t sejtek membránja 
hipotóniás körülmények között felhasadozik, és a keletkezett nyílások már 
lehetővé tennék a hemoglobin kilépését [49]. Ennek a megfigyelésnek az alap-
ján a hemolízis elmaradásában a hemoglobin polimerizációjának lenne a leg-
nagyobb szerepe. 

Vegyes reakciók lépnek fel az iminoészterekhez hasonlóan a DNFFB 
és a glutáraldehid hatására is. A DNFFB szintén hemolízis-rezisztenciát idéz 
elő [6], keresztkötéseket létesít a membrán foszfolipidjei, elsősorban a foszfa-
tidiletanolamin molekulák [90, 91], továbbá a foszfolipidek és a fehérjék között 
[92, 93]. Az egyes reakciók mértékét a kísérleti körülmények jelentősen befo-
lyásolják. Kevesebb adattal rendelkezünk a glutáraldehidet illetően, úgy lát-
szik, reagál a membránban a lipidekkel [47] és egyes fehérjékkel [40], kivéve a 
glikoproteineket [22], ami az iminoészterekhez képest eltérést jelent [62]. 

A keresztkötött sejteknek megváltoznak az áramlási [112] és ülepedési 
[61] tulajdonságai. Bifunkcionális iminoészterekkel kóros sejteken anti-sick-
ling sajátságokat sikerült kimutatni in vitro [87, 153]. Azt, hogy ez a kereszt-
kötés eredménye lenne, megkérdőjelezni látszik egy újabb beszámoló. A mono-
funkcionális acetimidát ugyanis, ami keresztkötéseket nem hoz létre, szintén 
rendelkezik ezzel a tulajdonsággal [28]. 

Újabban a diiminoészterek további származékait is előállították, nagyobb 
szelektivitás [146], hidrolízissel szembeni stabilitás [43], távoli helyek össze-
kötése (143) és fluoreszcens csoport bevitele céljából (125). Az új reagensek 
egy másik csoportja diszulfidhidat tartalmaz. Ilyenek a 3,3'-ditiobisz-propio-
nimidát észterek, amelyek reverzibilis keresztkötést hoznak létre, minthogy a 
diszulfidkötés enyhe redukcióval hasítható [119, 152]. 

Keresztkötéseket a membrán különböző helyei között egyéb módon is 
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létrehozhatunk. Oxidálószerek, mint a káliumjodát, vagy különösen az o-fenan-
trolin Cu+ +-komplex diszulfidhidat képesek kialakítani. Bár a reakció rever-
zibilis, az összekötött molekulák nyomon követhetők a szolubilizált membrán-
fehérjék között [139,151]. 

A transzglutamináz enzimek aciltranszfer reakciót katalizálnak a fehér-
jék glutamilcsoportjai és lizil-e-aminocsoportok között, így szintén képesek 
intra- és intermolekuláris keresztkötésekre a membránban [36]. Az eljárás 
egyik lehetséges változatának tekintjük azt, amikor ezzel a reakcióval egy 
kívülről bejut tatot t amint, ill. annak származékát kötjük kovalens jelölés 
céljából a fehérjékhez [86]. 

A vörösvértest membránban a fehérjék asszociációját és egymáshoz viszo-
nyított elhelyezkedését igen nehéz közvetlenül tanulmányozni. A keresztkötő 
ágensek, legalábbis elvileg lehetőséget nyúj tanak a natív membránban ural-
kodó helyzet rögzítésére, amit azután a detergenssel szolubilizált fehérjéken 
nyomon követhetünk. Az derült ki, hogy keresztkötés után az 1. és 2. fehérje-
komponensek (spektrin) egymással kapcsolódva alkotnak 400 000 és annál 
nagyobb molekulasúlyú származékokat. Meglehetős biztonsággal volt kimutat-
ható a 3., 5. és 7. fehérjekomponens di- és trimerizálódása is [139] és a 2 -f- 4,5, 
valamint a spektrin -f- 4,1 fehérjék kapcsolódása [151]. A felsoroltakon kívül 
nagyon sok további keresztkötött származék is jelentkezett ugyan, de lénye-
gesen kisebb intenzitással. 

Figyelembe véve a lehetséges kombinációk óriási számát, az aránylag 
kevés kitüntetett kapcsolódásból arra kell következtetnünk, hogy a membrán 
polipeptidjei nem random módon, hanem egymáshoz képest specifikus elren-
dezésben helyezkednek el. Különösen érvényes ez azokra a fehérjékre, amelyek 
dimerizálódásra hajlamosak, feltehető, hogy ezek a natív membránban asszo-
ciált oligomerekként léteznek. 

Ép sejteken a hemoglobin is részt vehet a polimerizált származékokban, 
amennyiben ezt térbeli okok lehetővé teszik. W A N G és R I C H A R D S [152] azt 
találták, hogy valamennyi membránfehérje, kivéve az 5. fehérjét, kapcsolódik 
a hemoglobinnal, tehát a citoplazma oldalról elérhető. 

További kutatási lehetőséget nyújtanak azok a vizsgálatok, amelyekben 
a keresztkötő reagens funkcionális csoportjai különböző maximális távolságra 
vannak. A glutáraldehid alkalmatlan ilyen célra, mivel reaktív formája aldol-
kondenzációval keletkező, különböző szénlánc-hosszúságú polimerekből áll 
[98]. Megfelelőek azonban az iminoészterek. A funkcionális csoportok maximá-
lis távolsága a malonimidátban 4,9; a szukcinimidátban 6,1; az adipimidátban 
8.6 és a szuberimidátban 11 Ä. Megfigyelték, hogy a glikoproteinek kereszt-
kötését nem befolyásolta ennek a távolságnak a változtatása, azonban az is 
kiderült, hogy a nagyobb távolság áthidalására képes adipimidát és szuberimi-
dát hatására glikolipidek és fehérjék között is kapcsolódás lépett fel [63]. 
Egyelőre ismeretlen, hogy melyik polipeptid vett ebben részt. 
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Hasonló elképzelés alapján kísérelték megbecsülni a foszfolipidek egymás 
közötti távolságát DNFFB és származékainak segítségével, melyekben a funk-
cionális csoportok 5—18 Á távolságban voltak. Egyes kísérletek szerint a 
reagensnek mintegy 9 Á távolságot kell áthidalnia két foszfolipid molekula 
(foszfatidiletanolamin és foszfatidilszerin) között [91], míg más mérések alap-
ján [92] erre az 5 Á távolságot képviselő D N F F B is hasonlóan képes. 

Az eddigiekkel szemben alig kihasználtak a keresztkötéses vizsgálatok 
a membrántranszport területén. Feltehető, hogy segítségükkel adott esetben 
el lehet dönteni egy transzport mobilis karrierjének létezését. Egyelőre annyit 
állapítottak meg, hogy az aldehidekkel merevített membránon nem változik 
meg az ozmotikus víztranszport [134] és néhány nem-elektrolit diffúzió-
ja [69]. 

Vegyes eljárások 

Az előbbiekben idézett csoportspecifikus reagenseken kívül még sok 
módszert próbáltak ki a vörösvértest membrán jelölésére és tulajdonságainak 
módosítására. A publikációk óriási száma miatt nem célunk ezen a helyen 
részletes ismertetést adni, a lehetőségeket néhány példán kíséreljük meg szem-
léltetni. 

A lektinek a membránfelszín sajátságait megváltoztatva agglutinációt 
idéznek elő [110, 132, 147]. A kötőhelyek száma mintegy 105 [3], ezeknek 
azonban már néhány százalékban való lekötése kiváltja az agglutinációt[123]. 
A lektinek felszíni elhelyezkedése az intramembrán partikulák elhelyezkedését 
tükrözi [145], és a membránkomponensek átrendeződését vonja maga után 
[14], ugyanakkor a szerkezet keresztkötésekkel való merevítése nem akadá-
lyozza meg az agglutinációt [94]. Egyes adatok arra mutatnak, hogy a kon-
kanavalin-A receptorait a membrán glikoproteinek felszíni D-mannozil cso-
portjai képezik [114]. A konkanavalin-A kötődése igen erős, ennek alapján 
Но és G I U T D O T T I (57) feltételezték, azt is képes megakadályozni, hogy a recep-
torfehérje elmozdulhasson a membránban. Abból, hogy a foszfáttranszportban 
feltételezésük szerint részt vevő glikoprotein rögzítése konkanavalin-A-val 
nem befolyásolta a transzportsebességet, arra következtettek, hogy a folyamat 
a glikoprotein rotációja nélkül megy végbe. 

Oxidáció hatására a vörösvértest membrán jelentősen módosul, a koráb-
ban említett diszidfidhidak mellett egyéb elváltozások is fellépnek. A perjodát 
fő támadáspontja a felszíni sziálsav [8], hatására különböző sejtek ionpermea-
bilitása is megváltozik [9, 70, 71]. Oxidálhatunk enzimatikus úton is, ilyen a 
laktoperoxidázos, a galaktózoxidázos és a mieloperoxidázos [73] módszer. 
A reagáló membránhelyek a kivált elemi jód megkötésén keresztül, bórhid-
rides redukcióval, vagy jelzett metionin hidrazin származékkal [59] nyomon 
követhetők. 
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Ilyen kezelések hatására loleg a glikoproteinek jelölődnek [24, 25], de 
izolált membránon a galaktózoxidázzal még további membránfehérjék is [23]. 
Ép sejtek laktoperoxidázos jelölése a külső oldalon a glikoproteinek mellett 
csak a 3. fehérjét érinti, míg a belső oldalon valamennyi fehérjére kiterjed 
[102, 103, 116]. Ez az eredmény egyértelműen bizonyítja a fehérjék aszimmet-
rikus elrendeződését, másrészt azt, hogy a 3. fehérje átnyúlik a membránon. 
A bevitt jód kovalensen rögzítődik, és a keringésbe visszajuttatott sejtekből 
sem távozik el [ 1 5 4 ] . 

A fehérjebontó enzimek alkalmazására már néhány eset során kitértünk. 
Az enzimatikus membránmódosítás egy további példája a sziálsav neuramini-
dázos eltávolítása a külső felszínről, ami a felületi csoportok reaktivitását [24] 
és a sejtek élettartamát [46, 60] egyaránt befolyásolja. A téma részletes átte-
kintése és összefoglalása, amelyre itt nem térünk ki. önálló feldolgozást igényel. 

További reagensek kipróbálása specifikus transzporthelyek felderítését 
célozta. C A S S és mtsai szerint a nitrobenziltioinozin specifikusan kötődik a 
membrán nukleozidtranszport helyeihez [26, 27]. Az N-acetimidazol valószí-
nűleg a (Na+ + K+)-függő ATPáz ATP-kötőhelyére specifikus [95, 96]. Katio-
nos próbamolekulák segítségével a hidrofil permeálási csatornák vizsgálatát 
célozták [99]. 

Érdekes membránjelölési módszert dolgoztak ki S T A R O S és mtsai [ 1 3 8 ] . 

Ennek a fotokémiai eljárásnak az a lényege, hogy a NEP-taurin megvilágítás 
hatására reaktív nitrénszármazékká alakul, ami kovalens jelölést hoz létre 
valamennyi detektálható fehérjén. 

A membránmódosítás alkalmazási lehetőségei 
a vörösvértestek aniontranszportjában 

Az anionok kétféle módon juthatnak át a vörösvértest membránon. 
A kondukciós diffúzió során az elektroneutralitást megegyező irányú kation-
mozgás tar t ja fenn, ennél azonban sokkal gyorsabb az anionok egy másfa j ta 
diffúzója, ami a membránon át történő gyors C l - ^ H C 0 3

- kicserélődést tesz 
lehetővé, és ezért különös fiziológiai jelentőséggel bír. Ebben a kicserélődési 
transzportban aminoreagcnsekkel a 95 000-es molekulasúlyú 3. frakció fehérje-
komponens szerepe tisztázható volt. 

A kicserélődési diffúzió mechanizmusára két alternatív elképzelés létezik, 
facilitált diffúzió hidrofil csatornákon keresztül, ill. karriermediáit transzport, 
amely szerint a sebességmeghatározó tényező az anion-karrierkomplex moz-
gékonysága a membránban. Az idevágó vizsgálatok áttekintése egy korábbi 
összefoglaló anyagát képezte [108]. Az anionok kicserélődésével kapcsolatban 
jelenleg a következő kérdések állanak az érdeklődés középpontjában: 
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a) közös mechanizmus érvényes-e az egy- és a kétértékű anionokra; 
b) helytálló-e a mobilis karrier feltételezése — amennyiben igen, 
c) átszeli-e az egész membránt úgy, mint azt a 3. frakciófehérjénél fel-

tételezzük? 

Az aniontranszportnak specifikus reagensekkel való gátolhatóságára az 
aminoreagensek tárgyalásakor már kitértünk. Sok más anyag is gátló hatású, 
így az aromás nitroszármazékok [52, 107], az ANS [43, 44], helyi érzéstelenítők 
[53] és szulfonamid származékok [32, 100]. A hatásukra bekövetkező transz-
portgátlásokat általában nehéz értelmezni. Nem zárható ki, hogy az anionos 
anyagoknak a pozitív membránhelyekhez való kötődése mellett egyéb köl-
csönhatások is szerepet játszanak. 

A transzport mechanizmusával kapcsolatban érdekes felvilágosítást nyúj-
tott a florizin, ami egyúttal számos nem-elektrolit transzportját is gátolja [80, 
8 1 , 1 1 1 ] . P A S S O W és munkatársai kimutat ták, hogy a florizin gyorsította a 
klorid kondukciós diffúzióját [67], és meglepő módon, aszimmetrikusan csak 
a membrán külső felszíne felől gátolta a klorid és a szulfát kicserélődési diffú-
zióját [84, 124]. A jelenség magyarázatául szolgáló membrán-féloldalasságot a 
felületi reagensekkel [18, 68] és a külső membránfelszín pronázos emésztésével 
[19, 113] nyert eredmények is alátámasztották. A pronázos kezelés u tán meg-
változik a transzport mechanizmusa, lényegesen lassúbb lesz, és csökken a 
hőmérsékletfüggése [126, 127]. 

Újabb megfigyelések azzal az eredménnyel szolgáltak, hogy a florizin 
nem befolyásolja a 3. fehérje dinitrofenilálhatóságát DNFB-vel [155], az anion-
transzport egyik hatékony gátlójával. Ennek alapján is arra kell gondolnunk, 
hogy a membránban a 3. fehérje anionkötő helyei mellett még további funkcio-
nális egységek is szerepelnek a vörösvértestek aniontranszportjában. 

Saját kísérleteink célja az volt, hogy a kétértékű anionok transzport 
jellegzetességeinek összehasonlítása révén próbáljunk meg választ adni a fel-
vetett kérdések közül néhányra. A halogenidekkel szemben a szulfát és a többi 
kétértékű anion diffúziója sokkal lassúbb, percek, órák alatt megy végbe, 
tehát kényelmesen nyomon követhető. A szulfát kicserélődési diffúzióját álta-
lában egyensúlyi körülmények között vizsgáltuk. A másik anion, az összehason-
lításul szolgáló kromát, a sejtekbe ju tva Cr(III)-má redukálódott formában 
a hemoglobinhoz kötődik, ezért ennek csak nettó, befelé irányuló, nem-
egyensúlyi fluxusa mérhető. Koncentrációját azonban olyan kicsire válasz-
tottuk — általában 0,05 mM —, hogy ez a többi ion eloszlását ne befolyásolja. 
Az alkalmazott módszerek a korábban leírtak [109] voltak. 

Kiindulási megfigyelésünk szerint a kromát á t ju tása a vörösvértest 
membránon bizonyos hasonlóságot muta t a szulfáttranszporthoz, pl. a jelleg-
zetes pH-függés tekintetében (1. ábra). Ezzel szemben a kromátdiffúzió akti-
válási energiája csak mintegy harmada a szulfáténak, 10 kcal/mól. Arra követ-
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keztettünk, hogy a két anion transzportjának mechanizmusa legalábbis rész-
ben eltérő, és érdemes az eltérések okait f i r tatni . 

Lényeges azt tudnunk, milyen körülmények között alkalmas a kromát 
anion transzport kinetikai vizsgálatokhoz. A 2. ábra mutat ja , hogy a kromát 
eltávozása a külső térből csak kis koncentrációban, 0,1 mM alatt független a 

pH pH 

1. ábra. A k lor idkoncent rác ió és a p H ha tása a k r o m á t diffúziójára vörösvér tes tekbe , ф -
150 mM NaCl; O : 65 mM NaCl, 185 m M szacharóz A: 0,1 mM kiindulási CrOj", 20°, В: 1 m M 

CrOj", 30° 

kiindulási koncentrációtól, ekkor egy gyors kezdeti szakasz után egyetlen 
sebességi állandóval jellemezhető. Nagyobb koncentrációban a relatív felvételi 
sebesség, ill. a sebességi állandó jelentősen csökken, bár a jellegzetes pH-függés 
ilyenkor is megmarad (1. ábra). 

A DNFB-ről ismeretes, bogy a szulfáttranszportot gátolja [115], mi azt 
vizsgáltuk, hogyan liat a kromátfelvételre. Mivel lehetséges, hogy a reagens 
egy része a kezelés alatt dinitrobenzollá alakul, ez pedig szintén befolyásolja, 
méghozzá reverzibilisen az aniontranszportot [107], a kromátfelvétel mérése 
előtt ismételten mostuk a kezelt sejteket. A 3. ábrán bemutatot t eredmények 
szerint DNFB-vel a felvételi sebesség erőteljes gátlása érhető el, de teljesen 
nem szüntethető meg. Ez a megfigyelés, valamint a maximális hatás elérésé-
hez szükséges, mintegy 8 /«női DNFB/ml sejt érték teljes egyezést mutat a 
szulfátra közölttel [115], és a két ion diffúziós útvonalának közös szakaszával 
lehet összefüggésben. 
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A DNFB a membránfehérjéknek legalább három különböző populációját 
képes dinitrofenilálni [155], továbbá még aminolipideket is [50], ezért a két 
transzportra gyakorolt egyező hatásából nem következik, hogy a gátlás tá-
madáspontja is szükségképp azonos. 

A SITS az aniontranszportot specifikusan gátolja, és a membránfehérjék-
hez is szelektívebben kötődik, mint a DNFB. A kromát felvételét a DNFB-

v - j . ! 
0 20 40 60 
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2. ábra. A k r o m á t vörösvér tes tekbe j u t á s a a közegből kü lönböző kezdeti koncen t r ác iók mel le t t . 
Hőmérsék le t 37°; p H 7,4; H e m a t o k r i t 3 3 % ; Médium 150 m M NaCl. K e z d e t i k r o m á t k o n c e n t -

rációk (100%) = # : 0,03 m M ; O : 0,10 mM; • : 0,30 mM; Д : 1,0 m M 

nél kb. tízszer kisebb koncentrációban gátolja (4. ábra). A gátlást nem lehetett 
90% fölé emelni még nagy reagens felesleggel sem. A kísérletek alkalmával, 
kihasználva a SITS erős kötődését, a kezelés és a transzportmérés között a 
reagens feleslegét mosással eltávolítottuk, nehogy esetleg zavarja a redukcióra 
érzékeny kromátot. A kinetikai görbékből megfigyelhető, hogy a SITS a 
kromát kezdeti, gyors felvételét is csökkenti, sőt nagyobb koncentrációban 
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teljesen megszünteti. Eszerint a diffúziónál gyorsabb kezdeti jelenségben fel-
színi membránhelyek, esetleg éppen az aniontranszport helyei vesznek részt. 

A kromátfelvétel sebességének pH-függéséből, valamint DNFB-vel és 
SITS-szel való gátolhatóságából, különösen pedig abból, hogy a hatások a 
szulfáttranszportnál észleltekkel egyező mértékűek, arra következtetünk, hogy 

mM DU FB 
3. ábra. D N F B ha tása vörösvér tes tek kromátfe lvé te lé re . Kezelés: p H 7,50: H e m a t o k r i t 50%; 
Hőmérsék le t 37°; Idő 90 perc . Kromá t f e lvé t e l : kezelt se j t ek kétszeres mosása u t á n , 37°, 

p H 7,50. Médiumban : 60 m M NaCl, 185 m M szacharóz. K e z d e t i k ro iná tkoncen t rác ió : 
0,10 mM 

a kromát diffúziójában is szerepet játszanak a 3. fehérjekomponens specifikus 
anionkötő helyei. A mérések egyúttal azt is megmutatták, hogy a kromátfel-
vétel mérése kis koncentráció esetén, 0,1 mM alatt értékelhető transzport-
kinetikai eredményeket ad. 

Az, hogy a kromátfelvétel teljes gátlását egyik reagenssel sem tudtuk 
elérni, egyezik a más anionoknál tapasztaltakkal. Hasonló ugyanis a helyzet a 
szulfáttranszport gátlásakor DIDS-szel [18] vagy SITS-szel [74] és a DAS-
szal gátolt kloridtranszportnál is [68]. Valószínű, hogy a maximális gátlás után 
fennmaradó ionfluxus nagyjából a kondukciós útvonalnak felel meg. Miután 
ez kromátnál is a teljes transzportnak legfeljebb csak a tized részét teszi ki, 
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jogosnak látszik feltenni, hogy minden 10%-osnál nagyobb gátló hatás a fő 
diffúziós útvonal befolyásolását tükrözi. 

Kísérleti körülményeink között a kromát százalékban kifejezett felvétele 
0,1 inM koncentráció fölött nagyjából a koncentrációval arányosan lassult le, 
azaz a bejutott mennyiség sem növekedett. Ebből azonban nem következtet-

3 
о -I T 1 

0 60 120 
p e r c 

4. ábra. A k r o m á t vörösvér tes tekbe j u t á s á n a k gát lása SITS-szel Kezelés: a d o t t S I T S koncent -
ráció mel le t t 60 perc; 0 °C p H 7,4; 37°; H e m a t o k r i t 40% Kromát fe lvé te l : keze l t s e j t ek 0°C-os 
mosása u t á n ; p H 7,4; 37°; H e m a t o k r i t 3 2 % . K e z d e t i k romátkoncen t rác ió (100%) = 0,056 mM. 
SITS koncen t rác iók : ф : kont ro l l ; O : 0,03 m M ; д : 0,05 m M ; A: 0,07 m M ; | : 0,5 mM; • : 

1,0 m M ; X : 1,5 mM 

hetünk az aniontranszport specifikus helyeinek telítésére, mert az minden más 
anion esetében csak igen nagy koncentrációnál, 150—300 mM-nál következik 
be, de azért sem, mert a kromát 1 mM koncentrációig sem a szulfát, sem a 
foszfát transzportjára nem volt észrevehető hatással. Inkább arra kell gondol-
nunk, hogy a kritikus koncentráció felett a kromát a membrán olyan károso-
dását idézi elő, ami saját diffúziójának lassulásával is jár. Kísérleteinknél a 
kromát koncentrációt ez alatt a toxikus szint alatt tartottuk. Nem zárható 
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természetesen ki, hogy esetleg más szempontból ennek a mennyiségnek a toxi-
citása sem elhanyagolható. 

Jogosnak látszott feltenni, hogy a kromát a membránt elsősorban oxidáció 
révén befolyásolja. Ha ez igaz, az is várható, hogy különböző oxidálószerek is 
befolyásolják a kromát diffúzióját. Ezzel a feltételezéssel összhangban a per-
jodát erőteljesen fékezte a kromátfelvételt. Valamivel enyhébb gátlást okozott 
a bromát, míg ferricianiddal nem lehetett a sebességet észrevehetően befolyá-
solni. Tudjuk, hogy ez utóbbi anion számára a vörösvértest membrán gyakor-
latilag átjárhatatlan. 

B L U M E N F E L D és mtsai [8] azt állapították meg, hogy a perjodátos oxidá-
ció fő támadáspontja a membránfelszínszialoglikoproteinje,ezért annakellenőr-
zésére, hogy a kromátfelvétel gátlása ezzel van-e összefüggésben, a perjodát 
hatását neuraminidázos emésztés után is vizsgáltuk. Az 5. ábra azt mutatja, 
hogy a sziálsav eltáyolítása nem változtatja meg a perjodát hatását, mindkét 
esetben létrejön a maximális 75%-os gátlás 0,4 mM perjodátkoncentráció mel-
lett. A koncentráció további növelésekor megfigyeltük, a gátlás kismértékű 
csökkenését is, amit egyelőre nem tudunk értelmezni. A perjodát kizárólag a 
kromátfelvételre hatot t , a szulfáttranszportot ebben a koncentrációban nem 
befolyásolta. A sziálsav eltávolítása önmagában sem a szulfát-, sem a kromát-
transzportot nem befolyásolta. 

Ezeknek a megfigyeléseknek az alapján valószínűnek látszott, hogy a 
kromátkoncentráció növelésekor is oxidációs jelenségek váltják ki a sebességi 
állandó csökkenését (2. ábra), a kromát valamilyen membránhelyek oxidálásá-
val saját felvételének gátlását idézi elő. Ezt az elképzelést látszik alátámasz-
tani egy másik megfigyelés is. Az extracelluláris térben nyomon követhető a 
ferricianid elredukálódása. Ennek a glikolízissel kapcsolatos redukciónak az 
értelmezésére feltételezett a membránon át egy egyelőre ismeretlen mechaniz-
mussal végbemenő elektrontranszport. Ha a kromát képes a membránban 
redoxhatásokat kifejteni, úgy gondoltuk, annak tükröződnie kell az elektron-
transzportban, következésképp a külső ferricianid redukciójában is. Valóban, 
a kromát már 0,01—0,10 mM koncentrációban gátolja a ferricianid redukcióját 
(6. ábra). A koncentráció viszonyok olyanok ebben az esetben, hogy kizárható 
a redukció elmaradásának okai közül a kromát elektronokért való versengése. 

Az, hogy a perjodát kizárólag a kromátdiffúzióra hatott, a szulfáttransz-
port érintetlenül hagyása mellett, egyúttal megmutatta, hogy a két anion 
transzportmechanizmusa részleteiben eltér, annak ellenére, hogy a membrán 
specifikus pozitív helyei mindkettőt regulálják. 

A PCMB és a PCMBS hatástalanok a szulfáttranszportra [74, 118], úgy 
látszik, hogy ebben a folyamatban a membrán SH-csoportjai nem vesznek 
részt. A kromátfelvétel oxidációra való érzékenysége mégis felvetette a gon-
dolatot, hátha ennek az anionnak különleges transzportsajátságai mögött SH-
csoportok részvétele áll. A 7. ábrán a kromát diffúziójának alakulását mutat juk 
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5. ábra. P e r j o d á t h a t á s a szulfát és k r o m á t d i f fúz ió j á r a emberi vörösvér tes teken . P e r j o d á t o s 
kezelés: 30 min . ; 37°; H e m a t o k r i t 4 0 % . T ranszpor tmérés : 37°; p H 7,4; Méd ium: 135 m M N a C l , 
10 mM Na-foszfá t , 5 m M Na-szu l fá t . • : szulfát egyensú ly i kicserélődés; O : k r o m á t f e l -
vétel (0,048 m M ki indulás i koncen t rác ió ) kontrol l és neuraminidázza l kezel t (93 ± 5 % sziál-

s av eltávolí tás) s e j t e k e n 

be néhány SH-reagenssel való különböző idejű expozíció után. A PCMBS, a 
jódacetát és a jódacetamid gátolták, a DTNB nem befolyásolta a felvétel sebes-
ségét. A gátlás teljes kifejlődése jódacetamid esetében a leggyorsabb, 15 perc 
után már megközelítette a maximális értéket. A gátló reagensek koncentráció-
jának növelésével (8. ábra) 75—80%-os gátlást értünk el, ami valamivel 
kisebb az aminoreagensekkel észleltnél, de pontosan egyezik a perjodátnál 
tapasztaltai. Ezt a gátlást olyan kísérletekben sem tudtuk tovább fokozni, 
amikor a sejteket először maximális gátlást okozó perjodátos kezelésnek, u t ána 
PCMBS hatásának tettük ki (9. ábra). Mindebből úgy látszik, hogy a kromát 
diffúzójában szulfbidrilcsoportok, ill. ezeknek valamilyen szűkebb populációja 
vesz részt. Ez utóbbi lehetőséget az veti fel, hogy a DTNB, ami specifikusan az 
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6. ábra. Ex t race l lu lá r i s ferr ie ianid vörösvér tes tek o k o z t a r edukc ió j ának gátlása k r o r a á t t a l . 
Médium: 150 m M NaCl; H e m a t o k r i t : 25%; H ő m é r s é k l e t 37°; p H 7,4. K r o m á t k o n c e n t r á c i ó k : 

V : 0 ; д : 0 , 0 1 mM; O : 0 , 0 3 m M ; • : 0 , 1 0 m M 

ozmotikus víztranszport SH-csoportjaira ha t [13], nem gátolta a kromát fel 
vételét. 

A perjodátos oxidációval és az SH-reagensekkel nyert eredményeink 
egybeesése igen valószínűvé teszi azt, hogy a kromátfelvétel gátlása mindkét 
kísérlettípusban azonos membránhelyek módosításával valósul meg. 

A kromáttranszportban szereplő szulfhidril csoportok jellegére némi tám-
pontul szolgálhat az az irodalmi adat, mely szerint a jódacetát a belső felszín-
hez asszociált glicerinaldehid-3-foszfát dehidrogenázra specifikus [25, 32]. 
A felvétel jódacetáttal való gátolhatósága azt a vonzó gondolatot ébreszti, 
hogy ezek a helyek lehetnek felelősek a SH-érzékenységért, és a kromát reduk-
ciója, ami a hemoglobinhoz kötődését megelőzi, itt következhet be. Végső 
bizonyítékul azonban csak több, különböző kutatási eljárás egyező eredmé-
nyei fogadhatók el, ezért a transzportvizsgálatokból levont következtetéseket 
egyúttal további vizsgálatok kiindulópontjának kell tekintenünk. 
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7. ábra. Kromá t f e lvé t e l sebessége szul fhidr i l reagensek je lenlé tében. Méd ium: 130 mM KCl + 
+ 20 mM foszfá t ( p H 7,4); h e m a t o k r i t : kezelés a la t t 4 0 % ; t r anszpor tméréskor 32%. H ő m é r -
séklet : 37°. Kezde t i k r o m á t k o n c e n t r á c i ó : 0,057 mM. Reagenskoncen t rác ió : 1 mM. ф : j ó d -

a c e t á t ; O : j ó d a c e t a m i d ; P C M B S ; • : D T N B 

r e á g e n s , m M 

8. ábra. K r o m á t f e l v é t e l gátlása szulfhidr i l reagensek különböző koncentrációival . P C M B S 
kísérleti m é d i u m b a n : 130 mM KCl + 20 mM foszfát ( p H 7,4) + 33 m M szacharóz, t o v á b b i 

kísérlet i kö rü lményeke t és je löléseket 1. a 7. áb rán 
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A kromát diffúziójának mérése metodikai szempontból egyszerűbb a szid-
fáténál. Érdemleges előnyt jelenthet ez akkor, ha sorozatvizsgálatokat kell 
végezni. A kromát ilyen alkalmazására az ad alapot, hogy mint lá t tuk, fel-
vételét éppúgy, mint a szulfáttranszportot, megszabja az anionokra specifikus 
pozitív membránhelyek állapota. Minthogy a kromát más membrán komponen-

p e г с 

9. ábra. P e r j o d á t és PCMBS együ t t e s ha t á sa a kromát fe lvé te l re . 37°; p H 7,4. H e m a t o k r i t : 
3 2 % . Kezde t i k romá tkoncen t r ác ió (100%) = 0,025 mM. Kezelési idők: p e r j o d á t 60 min; 
PCMBS 10 m i n . ф : kontrol l ; • : 0,4 mM p e r j o d á t , kezelés u t á n se j t ek mosva; Щ: 0,4 m M per-

j o d á t , kezelés u t á n se j tek mosva , m a j d 1 mM PCMBS-sel kezelve 

seken keresztül is befolyásolható, a transzportjára hatásos anyagokkal ezután 
a szulfáttranszportot vizsgálva megkísérelhető a támadáspont pontosabb körül-
határolása. 

Sorozatvizsgálatokat végeztünk toxikus, az iparban gyakran használatos 
oldószerekkel. Koncentrációjukat általában 10—100 ^mól/ml sejt érték között 
változtattuk, kivéve ott, ahol a nagyobb értékek hemolízist eredményeztek. 
Azt találtuk, hogy a kromátfelvételt nem befolyásolják az alifás alkoholok 
(n-oktanolig), a ciklohexanol, az 1,2-propilénglikol, továbbá a klórozott szén-
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hidrogének (kloroform, széntetraklorid, triklóretilén). Hatástalanok voltak a 
benzolhomológok, a dioxán, tetrahidrofurán, tetrahidrotiofén és a különböző 
éterek is (dietil és diizopropiléter). A vizsgált anyagok közül az egyetlen, ami 
hatot t a kromátfelvétel sebességére, mégpedig szignifikánsan gyorsította, a 
szénszulfid volt (10. ábra). A vörösvértestek mosásával a szénkéneg hatását 
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10. ábra. Széndiszulfid ha tás a k r o m á t f e l v é t e l sebességére vörösvér tes teken . p H 7,4. H e m a t o k -
r i t 3 0 % . Hőmérsék le t 37°. Ki indu lás i k r o m á t k o n c e n t r á c i ó (100%) = 0 ,05 mM; CS2 kezelés 

ideje: 60 min ; ф : kon t ro l l ; ф : 32 /imól CS2 /ml; • : 64 / ím ól CS2/ml 

nem lehetett megszüntetni, még akkor sem, ha a sejteket az inkubálás kezdete 
után igen rövid idővel, még a hatás kifejlődése előtt mostuk (11. ábra). Ez a 
megfigyelés mindenképp arra uta l t , hogy a jelenség fellépéséhez szükséges idő 
nem ahhoz kell, hogy a széndiszulfid bejusson a membránba, hanem arról 
lehet szó, hogy a membrán belsejében a hatás helyéhez történő diffúzió, vagy 
éppen a kiváltott effektus az, ami időigényes. A kölcsönhatás jellegére nézve 
valószínűtlennek tűnik, hogy a membránmátrixszal való aspecifikus kölcsön-
hatás, az apoláros részbe való beoldódás állna a jelenség mögött , hiszen a leg-
különbözőbb lipofilitású oldószerek hatástalannak mutatkoztak. 
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11. ábra. Széndiszulfidos kezelés i d ő t a r t a m á n a k h a t á s a a k r o m á t d i f f ú z i ó sebességi á l l a n d ó j á r a . 
p H 7,30. H e m a t o k r i t 3 0 % ; k i indulás i k romátkoncen t rác ió : 0,05 m M ; CS2: 30 / tmól /ml; 

*- k romá t f e lvé t e l a széndiszulf iddal kezelt se j tek k imosása után 

Figyelmet érdemel a szénkéneg befolyásának egy másik jellegzetessége 
az, hogy nem változtatta meg a szulfáttranszport sebességét. Ez viszont azt 
mutatja, hogy nem az aniontranszport közös helyeit módosítja a membránban. 
Miután a szulfát- és a kromáttranszport különbözőségében a membrán SH-
csoportjainak szerepét kimutattuk,valószínű, hogy a szénkéneg hatása v ala-
milyen módon ezekkel kapcsolatos. Reagálhat azonban a szénkéneg fehérjék 
aminocsoportjaival is, miközben ditiokarbamátok képződnek [82, 83]. Nem 
zárható ki, hogy a szénkéneg befolyása a kromátdiffúzióra ezek révén alakul ki. 

Az aniontranszport egy másik jellegzetessége, hogy a médiumban levő 
anionok általában képesek befolyásolni egymás mozgását. Na-foszfát közegre 
térve át a NaCl-ról például a szulfátion transzportja meggyorsul. Ugyancsak 
növekszik a transzport sebességi állandója, ha a transzportra vizsgált szulfát 
koncentrációját növeljük a többi ion rovására. Megfigyeléseink szerint a kromát 
diffúziója alapvetően eltér ettől, mert a kísérő anionok minősége nem befolyá-
solja [109]. 

Ennek a megállapításnak és a membrán kémiai módosításán alapuló 
vizsgálatok eredményeinek egybevetéséből a szulfát és kromát anionok diffú-
ziójára olyan mechanizmust (12. ábra) javasolunk, amely szerint ez a két anion 
a membrán külső felszíne közelében hasonlóképp, a mélyebben fekvő régiókban 
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pedig különbözően jut át. A bemutatot t eredmények azt sugallják, hogy ez 
utóbbiban helyezkednek el egyrészt a kromátdiffúzióra ható SH-csoportok, 
továbbá azok a szulfáttranszportot befolyásoló helyek, amelyek szerepe a 
kísérő anionok hatásán keresztül mutatkozik meg. 

KULSO TER 

SO, 

CrO, 

MEMBRAN CITOPLAZMA 

SO, 

Cr ( I I I ) - H b 

12. ábra. J a v a s o l t mechan izmus a szul fá t és k r o m á t d i f fúzió jára vörösvé r t e s t m e m b r á n o n á t . 
I : specif ikus, pozi t ív kötőhelyek; I I : an ionok minőségére érzékeny régió; I I I : k romá td i f fúz ió t 

befolyásoó SH-csopor tok 

Hangsúlyozni kell, hogy a feltüntetett séma nem jelent szükségképpen 
geometriai értelmezést, vagyis a diffúziós útvonalak elágazását. Lehetséges 
az is, hogy a transzportok közös útvonalon mennek végbe, de eltérő mechaniz-
mussal. Elképzelésünk egyúttal összhangban van újabb irodalmi közlésekkel is 
[53, 155], amelyek szerint legalább két különböző típusú membránhely vesz 
részt az aniontranszport szabályozásában. 

A kutatási eredmények, közöttük a bemutatott vizsgálataink azt igazol-
ják, hogy a membránfehérjék topográfiai elemzésének fegyvertára jelentősen 
képes hozzájárulni a membrán transzportjelenségeinek megértéséhez is. 
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