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Bevezetés

A biolégiai membranok kutatdsa az elmilt évek soran az érdeklédés
homlokterébe keriilt. A sejtmembran szerepe nemcsak a kiilsg tér felé valé
lehatérolasbél all. Mai felfogasunk szerint jelent§s szerepet jatszik az extra-
és intracellularis iizenetek kozvetitésében, az immun sajatsagokban, a szovetek
felépitésében és a legkiilonb6z6bb transzportfolyamatokban.

A membrankutatas médszerei kozott jelentds helyet foglal el a kiillonb626
jelolések és modositasok hatdsanak tanulményozéasa és az ebbdl nyert infor-
maciék felhasznalasa a szerkezeti felépités és a funkciok megértéséhez. A médo-
sitas természetesen igen tag fogalom, és a gyakorlatban meglehet8sen bizony-
talan élesen megkiilonboztetni specifikus és aspecifikus, reverzibilis és irrever-
zibilis beavatkozéasokat. Nincs éles hatarvonal a felszinen reagalé Gn. vekto-
rialis prébamolekulik és a permeals reagensek kozott sem [122, 150]. Ovatos-
sagra int, hogy az ilyen bizonytalansagok a kisérleti megfigyelések eltérg,
vagy éppen ellentétes értelmezésére is alkalmat adhatnak.

Ennek a beszamolénak az anyagat a vorosvértest membréanra korlatoz-
zuk. Altalanosabb kort élel fel néhany, az elmilt iddszakban megjelent ossze-
foglalé [23, 51, 149, 150]. Ugyanigy csak utalunk a kifejezetten biofizikai jel-
legii (fluoreszcencia, EPR, NMR) vizsgalati lehetgségekre [2, 5, 30].

Itt nem részletezett, sajatos membran médositast eredményeznek egyes
antibiotikumok azaltal, hogy j permeaciés csatornakat hoznak létre [72, 97,
129], tovabba a kiilonboz6 lipidek hozzaadasa pl. a membrandenzitas megval-
toztatasaval [64, 104]. A médositott vorosvértest membranon létrejové hemo-
litikus jelenségek egy korabbi beszamolé anyagat képezték [89].

A membran jelolési médszerek jorésze a fehérjekémiabdél szamazik [136,
137, 148], elsédleges célja megfeleld markerek kivalasztasa volt szolubilizalt
frakciok nyomon kovetésére [23, 65, 150]. Ehhez tarsult a masik alkalmazasi
lehetdség, a kémiailag médositott membran miikodésének a tanulmanyozasa.
Referatumunkban az utébbi évek megfigyeléseinek és javasolt 4j médszerei-
nek attekintését kiséreljiikk meg. (A kézirat lezarasa: 1976. marciusa.) A csoport-
specifikus reagensek mellett indokoltnak latszott énalléan targyalni a kereszt-
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kotéses vizsgalatok eredményeit, végil az alkalmazasi lehet§ségeket néhany
sajat példan illusztraltuk.

Roviditések:

ANS: l-anilino-8-naftalinszulfonsav

DAS: 4,4’-diacetamidostilbén-2,2’-diszulfonsav

DIDS: 4.4’-diizotiocianostilbén-2,2’-diszulfonsav
DNFB: 1-fluoro-2,4-dinitrobenzol

DNFFB: 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzol

DTNB: 5,5-ditio-bisz-(2-nitrobenzoesav)

NAP-taurin: N-(4-azido-2-nitrofenil)-2-aminoetii szulfons*
NEM: N-etilmaleimid

PCMB: p-klérmerkuribenzoesav

PCMBS: p-klérmerkurifenilszulfonsav

SITS: 4-acetamido-4’-izotiocianostilbén-2,2’-diszulfonsav
TNBS: 2,4,6-trinitrobenzolszulfonsav

Aminoreagensek alkalmazasa

Erthetd az a kivansag, hogy a felhasznalt reagens lehetéleg specifikusan,
csak egy célba vett membran komponenssel reagaljon. Indokolt az az igény
is, hogy a prébamolekula csak a vizsgalni kivant membran felszinre hasson,
azaz ne legyen képes a membranon atjutni, és ezaltal a tamadéas helye jobban
koriilhatarolhatéva valjon. Ezekhez a szempontokhoz tarsul még az a kivana-
lom is, hogy a kapcsolédas erds, lehetgleg kovalens legyen, kiillonosen azokban
az esetekben, amelyekben utélagos membran szolubilizalassal egybekapesolva,
pl. SDS-elektroforézissel kovetjik nyomon a fehérjefrakciokat.

Olyan vegyiileteket, amelyek ezeket a maximalis kovetelményeket kielé-
gitenék, jelenleg nem ismeriink. Rendszeres kutatas folyik ezért egyre djabbak
elgallitasara és kiprobalasara. Minthogy az aminocsoportok j6 része fiziol6gias
korilmények kozott protonnal asszocialt lehet és pozitiv toltéssel bir, a préba-
molekulak gyakran anionos jellegtiek.

A feliileti csoportok jelolésére BRETSCHER [12] a 33S-formil-metilszulfon-
metilfoszfatot alkalmazta, hasonlé céllal CABANTCHIK és mtsai[20] a piridoxal-
foszfatot vizsgaltak. A piridoxalfoszfat Schiff-bazist képez az aminocsoportok-
kal, reagal akiilonb6z6 polipeptidekkel és glikoproteinekkel, bérhidrides reduk-
cioval a kotés helye rogzithets és egyidejlileg triciummal is jelolhets. Mindkét
anyag azonban csak igen 6vatos kisérletekben alkalmazhaté felszini reagens-
ként, mert a plazmamembréanon lassan penetralnak.

Gyakran alkalmazzak a TNBS-t, amely a fehérjéken kiviil foszfolipi-
dekkel is készségesen reagal [10, 11]. Azt a feltételezést azonban, mely szerint
a hemoglobint csak elhanyagolhaté mértékben jeloli (141), 6vatosan kell kezel-
ni. Altalanos probléma ugyanis az, hogy a fajlagos jeloltségben kifejezett ered-
mények a hemoglobinnak a membranhoz viszonyitott 6riasi tulsilya miatt
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eltorzitjak a valds helyzetet. Ha pl. a TNBS-sel végrehajtott reakcié utan
anyagmeérleg-szertien értékeljiik a jelolodést, osszemérhetd értékeket kapunk
a két frakciéban [1].

WarrLacH a kis molekulasilyd reagensekkel nyert vizsgalati eredménye-
ket gy értékelte [150], hogy felszini, vektorialis jelolésre valé alkalmassaguk
sohasem meggy6z6. Az, hogy adott korilmények kozott a feliilet alatt milyen
egyéb helyekkel képesek reagalni, a kérdéses csoportok elérhetdségétél, reak-
tivitasatol és természetesen a reagens difftizios sebességétél fiigg.

Nyilvanvalé, hogy a jelolt csoportok membréanbeli elhelyezkedésérél csak
alaposan ellen6rzott metodikak és osszehasonlité vizsgalatok adhatnak értékel-
hetd megallapitast. GORDESKY és mtsai [49] olyan, gondosan kidolgozott elja-
rast kozoltek, amelyben elérhetd, hogy a TNBS vektorialis probaként visel-
kedjék, ill. emellett a reagens alkalmas foszfolipidek és fehérjék intramembran
Atmeneti zoénainak felderitésére is.

A membran médositasara szamos anionos anyagot, — egy résziik egyuttal
fluoreszcens festék is, — probaltak ki (ANS: 41, 42; diazotalt jédszulfanilsav:
128; diaminostilbén: 78; izotiocianostilbén szarmazékok: 17, 18, 155). Kozos
jellemzgjik, hogy a pozitiv membranhelyekkel reagalva erds hatassal vannak
a vorosvértestek iontranszportjara is. PAssow és RoTHSTEIN munkacsoportjai
ezen vegyiiletek alkalmazasaval tisztaztak a membran egyik fehérjekomponen-
sének és az anionok kicserélgdési diffiziéjanak kapcesolatat, amit a kovetkezdk-
ben kisérliink meg roviden attekinteni.

Kezdeti prébalkozasok soran SITS-szel a membran kiilsé felszinén levd
amino- (és esetleg hisztidil-, valamint guanidin-) csoportokat kivanték jel6lni.
Nem volt azonban itt sem kizarhaté a hemoglobin jelolése [150], ami a vekto-
rialis alkalmazhatésag ellen szélt. Masrészt a SITS erdsen kotddott ugyan a
membranfehérjékhez [75],azonban mint kideriilt, ez a kapcsolat mégsem kova-
lens, ugyanis albumin jelenlétében végzett mosassal a reagensjavarésze elta-
volithaté volt. Csak egy kis, a kisérleti korilményektsl fiiggs része maradt
rogzitve, ez feltehet8en valéban kovalensen kotott [17]. Ezekkel a bizonytalan-
sagokkal szemben a SITS azért kiilonlegesen jelentds, mert a kation diffdzié
befolyasolasa nélkiil specifikusan csak az aniontranszportot gatolta.

Elsallitottak tovabbi szarmazékokat is és sikeriilt olyanokra bukkanni,
melyeknél a zavaré tulajdonsagok elmaradtak. Igy pl. a DIDS nem penetral,
a membranhoz irreverzibilisen kot8dik és egyidejilileg mar 10— M koncentra-
ciéban gitolja az aniontranszportot. Ep sejteken a kotddése egyetlen fehérjén
kovetkezik be, a kb. 95 000 Dalton molekulasilyd, dn. 3. frakcién. A trip-
szines kezelés hatastalan erre a fehérjére, mig pronazzal vagy kimotripszinnel
két részre hasithaté: ezek koziil a 65 000-es szegmens a DIDS -okozta anion-
transzport gatlas helye, ép sejteken [19] és visszazart ghostokon [21] egyarant.
Osszhangban ezzel a megallapitassal a pronazos emésztés 6nmagéban is gatolja
az aniontranszportot [113].
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A DIDS specifikus kotédése lehetdvé tette a sejtmembranon levé transz-
porthelyek szamanak becslését. Az I. tablazatban 6sszegytijtott adatok mel-
lett sszehasonlitasul a szolubilizalt fehérjék elemzési eredményeit is feltiin-
tettiik. Az egyes vizsgalati médok szolgaltatta értékek erdsen eltérGek, ami
kiillonbozé okokra vezethetd vissza. Nem zarhaté ki a 3. fehérjében szubfrak-
ciok létezése, amelyek DIDS-szel szembeni reaktivitasa kiilonbh6z6 lehet. Ma-
gyarazhatja az eltéréseket az is, ha a SITS és a DIDS molekulanként tobb,
pl. harom kotéhellyel reagal, ami fedéshbe hozna az eredményeket (a DNFB
monofunkcionalis). Lehetséges azonban, hogy kisérleti hibak allnak az eltérések
mogott [155], amelyek a nyomjelzett DIDS-szel vannak 6sszefiiggésben. A ku-
tatasok mindenesetre osszefiiggést teremtettek a 3. fehérjefrakeié és az anion-
transzport kozott. Jollehet a fehérje kotGhelyei a kiilsg felszin kozelében helyez-
kednek el, a fehérje egyéb vizsgilatok tanulsaga szerint atszeli a membrant

[12, 103].

1. tablazat

A 3. fehérjekomponens mennyisége és specifikus jeloltsége vorosvértest membranban (db/sejt)

Kotodés | Reagens ! 3. fehérje Hivatkozas
40 - 105 - 15L.DIDS ! 17
3-10% | *H-DIDS ; 9.4 - 10° 18
} 11,6 - 10° 140
8—12 - 105 | SITS hatasa DNFB kotédésre 155
| ‘ 149
3 -10% ‘ l-izotiociano-4-benzolszulfonsav | 57

A DNFB az elbbi vegyiilettipustél eltérGen az aminocsoportok nem-
ionos formajaval reagal. Ennek megfelelGen a dinitrofenilalasi reakcionak a
pH emelése kedvez. POENSGEN és Passow [115] megallapitottak, hogy a
DNFB bejut a sejtbe és csak egy kis toredéke az, amia membrant jeloli. Amemb-
ranban a fehérjék mellett készségesen reagal a lipidekkel is, elsdsorban fosz-
fatidiletanolaminnal [50]. Tovabbi jellemzg&je, hogy kiilonb6z6 funkcionalis
csoportokkal képes kolesonhatasokba l1épni, az aminocsoportok mellett SH-,
imidazol- és fenolos hidroxilesoportokkal is. Ezen okok miatt érthetGen nem
alkalmas specifikus jelolésre, transzportfolyamatok tanulmanyozasaval tar-
sitva azonban hasznosnak bizonyult.

A DNFB hatékony, irreverzibilis gatléja a karrier-kozvetitett cukor-
transzportnak a vorosvértest membranon. Sajatos médon szubsztrat jelenlété-
ben a gatlé hatas jelentékenyen médosul [38, 131]. Ep sejteken a kiils térben
levs 120 mM glukéz névelte a DNFB gatlé hatasat, mig intracellularisan ellen-
tétes befolyast gyakorolt. Ez arra latszik utalni, hogy barmilyen széles kori
is a DNFB hatasa a memranra, bizonyos szelektivitas észlelhets abban az érte-
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lemben, hogy eltérd reaktivitast mutat a glukéz-karrier két konformacigjaval
szemben, amelyek a kiilsg, ill. a belsé glukéz hatasara alakulnak at egymasba.
Ezekkel a megfigyelésekkel mutatnak kapcsolatot a differencialjelélési tech-
nikaval nyert eredmények is[37, 66]. A glukéz jelenlétében, ill. tavollétében
DNFB-vel reagaltatott izolalt membranfehérjék SDS-elektroferogramjainak
osszehasonlitdsa szerint a glukéz jelenlétében megniovekedett kotGdésért egyet-
len, 180 000-es molekulasilyd fehérjefrakeié latszik felelgsnek. A DNFB fel-
hasznéalasaval a cukortranszportban szerepet jatszé funkcionilis csoportok
felderitésére is voltak torekvések [7], azonban a reagens nem-specifikus volta
miatt ezek kevéssé értékelhetdk.

Szulfhidril-reagensek

Az alkalmazasi célkitiizéseket és az eredmények meghbizhatésagat te-
kintve altalaban azok az altaldnos szempontok érvényesek az SH-reagensek
hasznalatakor is, amelyekre az aminoreagensek kapcsan kitértiink. Minden-
esetre a szulfhidril-reagensek alkalmazéasat némileg egyszeriisiti az, hogy a
membranlipidek kiesnek a lehetséges célpontok koziil.

Egy-egy reagens tobbnyire az SH-csoportok kiilonb6z§ populaciéjaval
képes kolesonhatasba lépni, ami azzal a kovetkezménnyel jarhat, hogy egy-
idejileg kiilonb6z6 transzportfolyamatokat is befolyasol. Bizonyos specifici-
tast sikeriilt kimutatni a jédacetatnal, ami Gvatos eljaras sordn és ép sejteken
csak egyetlen, 35000-es molekulasilyd fehérjét jelolt [25]. Ez a reagens ismert
gatloszere a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaznak [31, 56], az intramemb-
ran jelolése is felteheten itt jon létre [23]. Miutdn az enzim a membran cito-
plazma felé es6 oldalan helyezkedik el, ez a megfigyelés egyttal arra is figyel-
meztet, hogy pusztan abbél a ténybél, hogy valamely prébamolekula specifi-
kusan reagal, semmiképp sem kovetkeztethetiink annak vektorialis, azaz nem-
penetralé jellegére.

A reagensek felszini hatasanak biztositasara a probamolekulak méreté-
nek novelése latszik a legeredményesebbnek. Ily médon egyes maleimid szar-
mazékok [29, 88] alkalmasak lehetnek erre a célra; polimerekhez kapesolt
SH-reaktiv agensek pedig mar eddig is igen hasznos felvilagositasokkal szol-
galtak, és alkalmazasuk tovabbi kiterjesztése varhaté. Ezt az elvet valésitot-
tak meg dextranszarmazékok és PCMB, vagy maleimid 6sszekapesolasaval, és
igy nem-penetralé, reaktiv makromolekuldkat nyertek [4, 133, 150.] Ezek
segitségével sikeriilt kimutatni a ouabain-érzékeny ATPaz és a hexéz-karrier
miikodésében a felszini SH-csoportok szerepét.

A vorosvértest membran transzportfolyamatainak tanulméanyozéasaban a
szulfhidril-reagensek azokban az esetekben is kiemelkedd szerepet jatszanak,
amelyekben nem kizarélag felszini hatasokat vizsgalunk. Igy, tdlmenden a

MTA Biol. Osst. Késl. 22 (1979)

e



46 ORMOS GYORGY, MANYAI SANDOR ES VEGH ANTALNE

felszini SH-csoportokon a glukéztranszportban a szulfhidril-csoportok szerepe
jédacetamiddal [7], NEM-mel [4], PCMBS-sel és klormerodinnal [135, 156]
egyarant bizonyitott. Hasonléképp részt vesznek bizonyos SH-csoportok a viz
[13] és az uridintranszportban [39], a kationok diffiziéjaban [74, 75, 101,
130], az ATPaz miikodésben és a membran kationkots képességében is [121,
144].

A kisérleti megfigyelések értelmezésénél sziikségszertien felvetddik az a
kérdés, jogos-e a membranmiikodés, pl. a transzporttulajdonsagok megvaltoza-
sat a reagens specifikus koélecsonhatasaval magyarazni, vagy lehet-e az egy
jarulékos, masodlagos karosodas kovetkezménye is? Apolaros spin-labellek-
kel nyert eredmények azt mutatjak, hogy az SH-reagensek nem hoznak létre
észrevehet§ elvaltozasokat a membranmatrixban [117]. Ez a megfigyelési mod
azonban, gyakorlatilag csak a lipidrégiékra korlatozédik, amelyben kiilonben
is valdszintitlenek SH-reagensek hatasara az elvaltozasok. Ertékesebbek azok
a megfigyelések, amelyeket az SH-reagensek a viz permealasaval kapcsolatban
szolgaltattak. A membran SH-csoportok nagy részével reagalé NEM és jod-
acetamid ugyanis nem befolyasoljak az ozmotikus viztranszportot, ezért fel-
tehet6en nem befolyasoljak az dtvonal hidrofil pérusainak allapotat sem.
A DTNB ezzel szemben, bar reaktivitasa az SH-csoportok joval szlikebb korére
terjed ki, gatolta a viztranszportot, ezt a hatast viszont BROWN és mtsai mar
egy specifikus, a 3. fehérjén létrejové reakciéval hozzak 6sszefiiggésbe [13].

Vorosvértestek moédositasa keresztkotésekkel

A két vagy tobb reaktiv csoportot tartalmazé anyagok ugyanazokkal a
membranhelyekkel Iépnek kélesonhatasba, amelyekkel a monofunkcionilis ana-
logjaik. Mégis indokoltnak latszik onalléan kezelni ket, mert az utébbi évek
kutatasaiban egyre novekszik a jelentfségiik. A keresztkotéses vizsgalatok is
izolalt fehérjéken kezd8dtek (szérumalbumin: 35, 142; inzulin: 58, 106; glice-
rinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz: 33, 54; hemoglobin: 85), az erre épiils
membranolégiai felhasznalasokban a szerkezet merevitésének a szerepét, kulo-
nosen pedig a membranfehérjék egymashoz viszonyitott elhelyezkedését tisz-
tazhatjuk ezzel a technikaval. A fehérjék osszekapcesolas utani elektroforetikus
viselkedése, egyes frakeciok eltiinése és Gjabbak megjelenése ad alapot az ilyen
vizsgalatokhoz.

Ahhoz, hogy a kivant behatasokat minél kevesebb mellékjelenség tor-
zitsa, igen lényeges az, hogy az eredeti membranbeli toltésviszonyok fenn-
maradjanak. Ugy latszik, ennek a kovetelménynek a glutaraldehid és a kiilon-
b6z6 bifunkcionalis iminoészterek eleget tesznek [137] azzal a megszoritassal,
hogy az ij pozitiv csoportok elhelyezkedése és pK-értéke azért tobbé-kevéshé
eltér a kiindulasitol.
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A keresztkotéses vizsgalatok értékelésénél figyelembe veendd, hogy a
reagensek altalaban kevéssé specifikusak. A diiminoészterek féleg lizil-¢-amino-
csoportok amiinélasaval kovalens keresztkotéseket hoznak létre [58, 105],
emellett azonban egyéb atmeneti terméket is szolgaltatnak [15, 16]. A voros-
vértest membranban a kiilonbo6z6 fehérjék, kozottik glikoproteinek mellett
[62] lipidekkel is reagalnak [63]. Ep sejteket vizsgilva valamennyi diimino-
észterrel megfigyelhetd a hemoglobin keresztkotése is [55, 87, 152]. Ismeretes,
hogy a keresztkotések kovetkeztében a sejtek hemolitikus hatasokkal szemben
ellenalléva valnak. Miutan a reagens bejut a vorosvértestekbe és a hemoglobin-
nal is reakciéba 1ép, nem donthetd el, hogy a rezisztencia vajon a membranra
gyakorolt hatasnak, a membran bels§ felszinének és a hemoglobin 6sszekap-
csolasanak, vagy a hemoglobin molekulasily-novekedésének a kovetkezmé-
nye-e. Spin-label vizsgalatok azt mutattak, hogy a keresztkotések hatasara
a membran belseje teljesen immobilissa valik [77], utalva a membranban létre-
jové jelentds elvaltozasokra, amelyek egyébként a tovabbiakban targyalt szo-
lubilizalt fehérje-molekulasilyokban is megmutatkoznak. Ujabban elektron-
mikroszképos vizsgalatok kimutattak, hogy a merevvé tett sejtek membranja
hipoténids koriilmények kozott felhasadozik, és a keletkezett nyilasok mar
lehet6vé tennék a hemoglobin kilépését [49]. Ennek a megfigyelésnek az alap-
jan a hemolizis elmaradasaban a hemoglobin polimerizaciéjanak lenne a leg-
nagyobb szerepe.

Vegyes reakciék lépnek fel az iminoészterekhez hasonléan a DNFFB
és a glutaraldehid hatasara is. A DNFFB szintén hemolizis-rezisztenciat idéz
eld [6], keresztkotéseket létesit a membran foszfolipidjei, elsésorban a foszfa-
tidiletanolamin molekulak [90, 91], tovabba a foszfolipidek és a fehérjék kozott
[92, 93]. Az egyes reakciok mértékét a kisérleti koriilmények jelentdsen befo-
lyasoljak. Kevesebb adattal rendelkeziink a glutaraldehidet illetden, Ggy lat-
szik, reagal a membranban a lipidekkel [47] és egyes fehérjékkel [40], kivéve a
glikoproteineket [22], ami az iminoészterekhez képest eltérést jelent [62].

A keresztkotott sejteknek megvaltoznak az aramlasi [112] és ilepedési
[61] tulajdonsagai. Bifunkcionalis iminoészterekkel kéros sejteken anti-sick-
ling sajatsagokat sikeriilt kimutatni in vitro [87, 153]. Azt, hogy ez a kereszt-
kotés eredménye lenne, megkérdéjelezni latszik egy Gjabb beszamolé. A mono-
funkcionalis acetimidat ugyanis, ami keresztkotéseket nem hoz létre, szintén
rendelkezik ezzel a tulajdonsaggal [28].

Ujabban a diiminoészterek tovabbi szarmazékait is eldallitottak, nagyobb
szelektivitas [146], hidrolizissel szembeni stabilitas [43], tavoli helyek 6sdze-
kotése (143) és fluoreszcens csoport bevitele céljabol (125). Az 1j reagensek
egy masik csoportja diszulfidhidat tartalmaz. Ilyenek a 3,3’-ditiobisz-propio-
nimidat észterek, amelyek reverzibilis keresztkotést hoznak létre, minthogy a
diszulfidkotés enyhe redukciéval hasithaté [119, 152].

Keresztkotéseket a membran kiillonb6z6 helyei kozott egyéb médon is
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létrehozhatunk. Oxidalészerek, mint a kaliumjodat, vagy kiillonésen az o-fenan-
trolin Cu™ *-komplex diszulfidhidat képesek kialakitani. Bar a reakcié rever-
zibilis, az 6sszekotott molekulak nyomon kovethetdk a szolubilizalt membran-
fehérjék kozott [139, 151].

A transzglutaminaz enzimek aciltranszfer reakciét katalizidlnak a fehér-
jék glutamilcsoportjai és lizil-e-aminocsoportok kozott, igy szintén képesek
intra- és intermolekularis keresztkotésekre a membranban [36]. Az eljaras
egyik lehetséges valtozatanak tekintjiik azt, amikor ezzel a reakciéval egy
kiviilrgl bejuttatott amint, ill. annak szarmazékat kotjik kovalens jelolés
céljabol a fehérjékhez [86].
nyitott elhelyezkedését igen nehéz kozvetleniil tanulméanyozni. A keresztkotd
agensek, legalabbis elvileg lehet8séget nytdjtanak a nativ membranban ural-
kodé helyzet rogzitésére, amit azutan a detergenssel szolubilizalt fehérjéken
nyomonkovethetiink. Az deriilt ki, hogy keresztkotés utan az 1. és 2. fehérje-
komponensek (spektrin) egyméssal kapcsolédva alkotnak 400 000 és annal
nagyobb molekulasilyi szarmazékokat. Meglehet§s biztonsaggal volt kimutat-
haté a 3., 5. és 7. fehérjekomponens di- és trimerizalédasa is [139] és a 2 + 4,5,
valamint a spektrin + 4,1 fehérjék kapcsolédasa [151]. A felsoroltakon kiviil
nagyon sok tovabbi keresztkotott szarmazék is jelentkezett ugyan, de lénye-
gesen kisebb intenzitassal.

Figyelembe véve a lehetséges kombinacidk 6ridsi szamat, az aranylag
kevés kitiintetett kapcsolodashél arra kell kovetkeztetniink, hogy a membran
polipeptidjei nem random médon, hanem egymashoz képest specifikus elren-
dezésben helyezkednek el. Kiilonosen érvényes ez azokra a fehérjékre, amelyek
dimerizalédasra hajlamosak, feltehetd, hogy ezek a nativ membranban asszo-
cialt oligomerekként léteznek.

Ep sejteken a hemoglobin is részt vehet a polimerizalt szarmazékokban,
amennyiben ezt térbeli okok lehetgvé teszik. Wanc és RicHArDs [152] azt
talaltak, hogy valamennyi membranfehérje, kivéve az 5. fehérjét, kapcsolodik
a hemoglobinnal, tehat a citoplazma oldalrél elérhetd.

Tovabbi kutatasi lehet8séget nytjtanak azok a vizsgalatok, amelyekben
a keresztkot8 reagens funkcionalis csoportjai kiilonb6z8 maximalis tavolsagra
vannak. A glutaraldehid alkalmatlan ilyen célra, mivel reaktiv formaja aldol-
kondenzaciéval keletkezd, kiilonb6zd szénlanc-hossziisagi polimerekbdl all
[98]. Megf-lelgek azonban az iminoészterek. A funkcionalis csoportok maxima-
lis tavolsaga a malonimidatban 4,9; a szukcinimidatban 6,1; az adipimidatban
8.6 és a szuberimidatban 11 A. Megfigyelték, hogy a glikoproteinek kereszt-
kotését nem befolyasolta ennek a tavolsagnak a valtoztatasa, azonban az is
kideriilt, hogy a nagyobb tavolsag athidalasara képes adipimidat és szuberimi-
dat hatasara glikolipidek és fehérjék kozott is kapcsolédas lépett fel [63].
Egyeldre ismeretlen, hogy melyik polipeptid vett ebben részt.
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Hasonlé elképzelés alapjan kisérelték megbecsiilni a foszfolipidek egymas
kozotti tavolsagat DNFFB és szarmazékainak segitségével, melyekben a funk-
cionalis csoportok 5—18 A tavolsighan voltak. Egyes kisérletek szerint a
reagensnek mintegy 9 A tavolsagot kell athidalnia két foszfolipid molekula
(foszfatidiletanolamin és foszfatidilszerin) kozott [91], mig mas mérések alap-
jan [92] erre az 5 A tavolsagot képvisels DNFFB is hasonléan képes.

Az eddigiekkel szemben alig kihasznaltak a keresztkotéses vizsgalatok
a membrantranszport teriiletén. Feltehetd, hogy segitségiikkel adott esetben
el lehet donteni egy transzport mobilis karrierjének létezését. Egyelére annyit
allapitottak meg, hogy az aldehidekkel merevitett membranon nem valtozik
meg az ozmotikus viztranszport [134] és néhany nem-elektrolit diffizié-

ja [69].
Vegyes eljarasok

Az elébbiekben idézett csoportspecifikus reagenseken kiviill még sok
modszert probaltak ki a vorosvértest membran jelolésére és tulajdonsagainak
mdédositasara. A publikacidk 6ridsi szama miatt nem célunk ezen a helyen
részletes ismertetést adni, a lehetgségeket néhany példan kiséreljilk meg szem-
1éltetni.

A lektinek a membranfelszin sajatsagait megvaltoztatva agglutinaciét
idéznek elé [110, 132, 147]. A kotShelyek szama mintegy 105 [3], ezeknek
azonban mar néhany szazalékban valé lekotése kivaltja az agglutinaciét[123].
A lektinek felszini elhelyezkedése az intramembran partikulak elhelyezkedését
titkrozi [145], és a membrankomponensek atrendez6dését vonja maga utan
[14], ugyanakkor a szerkezet keresztkotésekkel valé merevitése nem akada-
lyozza meg az agglutinaciét [94]. Egyes adatok arra mutatnak, hogy a kon-
kanavalin-A receptorait a membran glikoproteinek felszini D-mannozil cso-
portjai képezik [114]. A konkanavalin-A ko6tGdése igen erds, ennek alapjan
Ho és GiurporrtrI (57) feltételezték, azt is képes megakadalyozni, hogy a recep-
torfehérje elmozdulhasson a membranban. Abbél, hogy a foszfattranszportban
feltételezésiik szerint részt vevd glikoprotein rogzitése konkanavalin-A-val
nem befolyasolta a transzportsebességet, arra kovetkeztettek, hogy a folyamat
a glikoprotein rotéciéja nélkiil megy végbe.

Oxidacié hatéasara a vorosvértest membran jelentdsen médosul, a korab-
ban emlitett diszulfidhidak mellett egyéb elvaltozasok is fellépnek. A perjodat
f6 tamadaspontja a felszini szialsav [8], hatasara kiilonb6z6 sejtek ionpermea-
bilitasa is megvaltozik [9, 70, 71]. Oxidalhatunk enzimatikus tton is, ilyen a
laktoperoxidazos, a galaktézoxidazos és a mieloperoxidazos [73] médszer.
A reagalé membranhelyek a kivalt elemi j6d megkotésén keresztiil, borhid-
rides redukciéval, vagy jelzett metionin hidrazin szarmazékkal [59] nyomon
kovethetdk.
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Ilyen kezelések hatasara féleg a glikoproteinek jelolédnek [24, 25], de
izolalt membranon a galaktézoxidazzal még tovabbi membranfehérjék is [23].
Ep sejtek laktoperoxidazos jellése a kiilsé oldalon a glikoproteinek mellett
csak a 3. fehérjét érinti, mig a bels§ oldalon valamennyi fehérjére kiterjed
[102, 103, 116]. Ez az eredmény egyértelmiien bizonyitja a fehérjék aszimmet-
rikus elrendez§dését, masrészt azt, hogy a 3. fehérje atnyiilik a membranon.
A bevitt j6d kovalensen rogzitddik, és a keringéshe visszajuttatott sejtekbdl
sem tavozik el [154].

A fehérjebonté enzimek alkalmazasara mar néhany eset soran kitértiink.
Az enzimatikus membrianmdédositas egy tovabbi példaja a szidlsav neuramini-
dazos eltavolitasa a kiilsé felszinrgl, ami a feliileti csoportok reaktivitasat [24]
és a sejtek élettartamat [46, 60] egyarant befolyasolja. A téma részletes atte-
kintése és osszefoglalasa, amelyre itt nem tériink ki, 6nallo feldolgozast igényel.

Tovabbi reagensek kiprébalasa specifikus transzporthelyek felderitését
célozta. CAss és mtsai szerint a nitrobenziltioinozin specifikusan kotédik a
membran nukleozidtranszport helyeihez [26, 27]. Az N-acetimidazol valészi-
nileg a (Nat ++ K*)-fiigg6 ATPaz ATP-kotShelyére specifikus [95, 96]. Katio-
nos prébamolekulak segitségével a hidrofil permealasi csatorndk vizsgalatat
céloztak [99].

Erdekes membranjelolési médszert dolgoztak ki STAROS és mtsai [138].
Ennek a fotokémiai eljarasnak az a lényege, hogy a NEP-taurin megvilagitas
hatasara reaktiv nitrénszarmazékka alakul, ami kovalens jelolést hoz létre
valamennyi detektalhaté fehérjén.

A membranmodositas alkalmazasi lehetségei
a vorosvértestek aniontranszportjaban

Az anionok kétféle médon juthatnak at a vorésvértest membranon.
A kondukeiés diffdzié soran az elektroneutralitdst megegyez§ iranyd kation-
mozgas tartja fenn, ennél azonban sokkal gyorsabb az anionok egy masfajta
diffzéja, ami a membranon at toérténd gyors Cl- 2 HCO,— kicserélgdést tesz
lehetdvé, és ezért kiilonos fiziolégiai jelentGséggel bir. Ebben a kicserélgdési
transzportban aminoreagensekkel a 95 000-es molekulasily 3. frakeié fehérje-
komponens szerepe tisztazhaté volt.

A kicserélgdési diffizié mechanizmusara két alternativ elképzelés 1étezik,
facilitalt diffizié hidrofil csatornakon keresztiil, ill. karriermedialt transzport,
amely szerint a sebességmeghatarozé tényez8 az anion-karrierkomplex moz-
gékonysiaga a membranban. Az idevagé vizsgalatok attekintése egy korabbi
osszefoglalo anyagat képezte [108]. Az anionok kicserélddésével kapesolatban
jelenleg a kovetkezé kérdések allanak az érdekldés kozéppontjaban:

MTA Biol. Osst. Kasl. 22 (1979)



A VOROSVERTEST MEMBRAN JELOLESE ES KEMIAT MODOSITASA bl

a) k6z6s mechanizmus érvényes-e az egy- és a kétértéki anionokra;

b) helytallé-e a mobilis karrier feltételezése — amennyiben igen,

c) atszeli-e az egész membrant Ggy, mint azt a 3. frakciéfehérjénél fel-
tételezziik?

Az aniontranszportnak specifikus reagensekkel valé gatolhatésagara az
aminoreagensek targyalasakor mar kitértiink. Sok mas anyag is gatlé hatasu,
igy az aromas nitroszarmazékok [52, 107], az ANS [43, 44], helyi érzésteleniték
[53] és szulfonamid szarmazékok [32, 100]. A hatasukra bekovetkezd transz-
portgatlasokat altalaban nehéz értelmezni. Nem zarhaté ki, hogy az anionos
anyagoknak a pozitiv membréanhelyekhez valé kot6dése mellett egyéb kol-
csonhatésok is szerepet jatszanak.

A transzport mechanizmusaval kapcsolatban érdekes felvilagositast nyuj-
tott a florizin, ami egytttal szdmos nem-elektrolit transzportjat is gatolja [80,
81, 111]. Passow és munkatarsai kimutattak, hogy a florizin gyorsitotta a
klorid kondukeciés diffaziéjat [67], és meglepd médon, aszimmetrikusan csak
a membran kiilsg felszine feldl gatolta a klorid és a szulfat kicserélgdési diffi-
zi6jat [84, 124]. A jelenség magyarazataul szolgalé membran-féloldalassagot a
feliileti reagensekkel [18, 68] és a kiils6 membranfelszin pronazos emésztésével
[19, 113] nyert eredmények is alatamasztottak. A pronazos kezelés utan meg-
valtozik a transzport mechanizmusa, lényegesen lassibb lesz, és csokken a
hémérsékletfiiggése [126, 127].

Ujabb megfigyelések azzal az eredménnyel szolgaltak, hogy a florizin
nem befolyasolja a 3. fehérje dinitrofenilalhatésagat DNFB-vel [155], az anion-
transzport egyik hatékony gatléjaval. Ennek alapjan is arra kell gondolnunk,
hogy a membranban a 3. fehérje anionk6t8 helyei mellett még tovabbi funkecio-
nalis egységek is szerepelnek a vorosvértestek aniontranszportjaban.

Sajat kisérleteink célja az volt, hogy a kétértéki anionok transzport
jellegzetességeinek osszehasonlitasa révén prébaljunk meg vialaszt adni a fel-
vetett kérdések koziil néhanyra. A halogenidekkel szemben a szulfat és a tobbi
kétértéki anion diffiziéja sokkal lassiibb, percek, 6rak alatt megy végbe,
tehat kényelmesen nyomon kévethets. A szulfat kicserélédési diffiziojat alta-
laban egyensilyi koriillmények kozott vizsgaltuk. A masik anion, az dsszehason-
litasul szolgalé kromat, a sejtekbe jutva Cr(III)-ma redukalédott forméaban
a hemoglobinhoz kotddik, ezért ennek csak netté, befelé iranyulé, nem-
egyensilyi fluxusa mérhets. Koncentraciéjat azonban olyan kicsire valasz-
tottuk — altalaban 0,05 mM —, hogy ez a tobbi ion eloszlasat ne befolyasolja.
Az alkalmazott médszerek a korabban leirtak [109] voltak.

Kiindulasi megfigyelésiink szerint a kromat Aatjutdsa a vorosvértest
membranon bizonyos hasonlésdgot mutat a szulfattranszporthoz, pl. a jelleg-
zetes pH-fiiggés tekintetében (1. abra). Ezzel szemben a kromatdiffizié akti-
valasi energiaja csak mintegy harmada a szulfaténak, 10 kcal/mél. Arra kovet-
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keztettiink, hogy a két anion transzportjanak mechanizmusa legalabbis rész-
ben eltérd, és érdemes az eltérések okait firtatni.

Lényeges azt tudnunk, milyen korilmények kozott alkalmas a kromat
anion transzport kinetikai vizsgalatokhoz. A 2. abra mutatja, hogy a kromat
eltavozasa a kiilsé térbél csak kis koncentraciéban, 0,1 mM alatt fiiggetlen a
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1. dbra. A kloridkoncentricié és a pH hatdsa a kromat diffuziéjara vorosvértestekbe. @
150 mM NaCl; O: 65 mM NaCl, 185 mM szacharéz A: 0,1 mM kiindulasi CrOg, 20°, B: 1 mM
CrOjp, 30°

kiindulasi koncentraciétél, ekkor egy gyors kezdeti szakasz utan egyetlen
sebességi allandéval jellemezhets. Nagyobb koncentraciéban a relativ felvételi
sebesség, ill. a sebességi allandé jelentdsen csokken, bar a jellegzetes pH-fiiggés
ilyenkor is megmarad (1. dbra).

A DNFB-ré8l ismeretes, hogy a szulfattranszportot gatolja [115], mi azt
vizsgéltuk, hogyan hat a kromatfelvételre. Mivel lehetséges, hogy a reagens
egy része a kezelés alatt dinitrobenzolla alakul, ez pedig szintén befolyasolja,
méghozza reverzibilisen az aniontranszportot [107], a kromatfelvétel mérése
elott ismételten mostuk a kezelt sejteket. A 3. abran bemutatott eredmények
szerint DNFB-vel a felvételi sebesség erdteljes gatlasa érhetd el, de teljesen
nem sziintethetd meg. Ez a megfigyelés, valamint a maximalis hatas elérésé-
hez sziikséges, mintegy 8 umé6l DNFB/ml sejt érték teljes egyezést mutat a
szulfatra kozolttel [115], és a két ion diffiziés dtvonalanak kozos szakaszaval
lehet Gsszefiiggésben.
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A DNFB a membranfehérjéknek legalabb harom kiilonb6z8 populaciéjat
képes dinitrofenilalni [155], tovabba még aminolipideket is [50], ezért a két
transzportra gyakorolt egyezd hatasabél nem kovetkezik, hogy a gatlas ta-
madaspontja is sziikségképp azonos.

A SITS az aniontranszportot specifikusan gatolja, és a membranfehérjék-
hez is szelektivebben kotédik, mint a DNFB. A kromat felvételét a DNFB-
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2. ébra. A kromat vorosvértestekbe jutdsa a kozegbtl kiillonb6z6 kezdeti koncentraciék mellett.
Hémérséklet 37°; pH 7,4; Hematokrit 339; Médium 150 mM NaCl. Kezdeti krométkoncent-
raciék (100%) = @: 0,03 mM; O: 0,10 mM; a: 0,30 mM; A: 1,0 mM

nél kb. tizszer kisebb koncentraciéban gétolja (4. abra). A gatlast nem lehetett
909, folé emelni még nagy reagens felesleggel sem. A kisérletek alkalmaval,
kihasznalva a SITS erds kotddését, akezelés és a transzportmérés kozott a
reagens feleslegét mosassal eltavolitottuk, nehogy esetleg zavarja a redukciéra
érzékeny kromatot. A kinetikai gorbékbél megfigyelhets, hogy a SITS a
kromat kezdeti, gyors felvételét is csokkenti, s6t nagyobb koncentraciéban
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teljesen megsziinteti. Eszerint a diffdzional gyorsabb kezdeti jelenségben fel-
szini membréanhelyek, esetleg éppen az aniontranszport helyei vesznek részt.

A kromatfelvétel sebességének pH-fiiggésébdl, valamint DNFB-vel és
SITS-szel valé gatolhatésagabol, kiilonosen pedig abbél, hogy a hatasok a
szulfattranszportnal észleltekkel egyezd mértékiek, arra kovetkeztetiink, hogy
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3. dbra. DNFB hatésa vorosvértestek kromatfelvételére. Kezelés: pH 7,50: Hematokrit 509%;
Homérséklet 37°; 1d6 90 perc. Kromatfelvétel: kezelt sejtek kétszeres mosdsa utdn, 37°,
pH 7,50. Médiumban: 60 mM NaCl, 185 mM szacharéz. Kezdeti kromatkoncentracié:
0,10 mM

a kromat diffdziéjaban is szerepet jatszanak a 3. fehérjekomponens specifikus
anionk6td helyei. A mérések egyuttal azt is megmutattak, hogy a kromatfel-
vétel mérése kis koncentracié esetén, 0,1 mM alatt értékelhetd transzport-
kinetikai eredményeket ad.

Az, hogy a kromatfelvétel teljes gatlasat egyik reagenssel sem tudtuk
elérni, egyezik a mas anionoknal tapasztaltakkal. Hasonlé ugyanis a helyzet a
szulfattranszport gatlasakor DIDS-szel [18] vagy SITS-szel [74] és a DAS-
szal gatolt kloridtranszportnal is [68]. Valészinii, hogy a maximalis gatlas utan
fennmaradé ionfluxus nagyjabél a kondukciés dtvonalnak felel meg. Miutan
ez kromatnal is a teljes transzportnak legfeljebb csak a tized részét teszi ki,
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jogosnak latszik feltenni, hogy minden 109%;-osnal nagyobb gatlé hatas a 6
diffaziés dtvonal befolyasolasat titkrozi.

Kisérleti korillményeink kozott a kromat szazalékban kifejezett felvétele
0,1 mM koncentracié folott nagyjabél a koncentraciéval aranyosan lassult le,
azaz a bejutott mennyiség sem novekedett. Ebbgl azonban nem kovetkeztet-

h \A\ “\9\
o \‘\.\ a v

55’»4 .QO N A b \XE§
§ = '%o \\ \
- '\\o \ \'\
= . \
L :

| \

OAO 60 120

perc

4. @bra. A kromat vorosvértestekbe jutdsinak gatlasa SITS-szel Kezelés: adott SITS koncent-

racié6 mellett 60 perc; 0 °C pH 7,4; 37°; Hematokrit 409, Kromatfelvétel: kezelt sejtek 0° C-os

mosdsa utdn; pH 7,4; 37°; Hematokrit 329,. Kezdeti kromatkoncentréci6 (1009,) = 0,056 mM.

SITS koncentraciék: @: kontroll; O: 0,03 mM; A: 0,05 mM; a: 0,07 mM;Jl: 0,5 mM; :
1,0 mM; X: 1,5 mM

hetiink az aniontranszport specifikus helyeinek telitésére, mert az minden mas
anion esetében csak igen nagy koncentraciénal, 150—300 mM-nal kovetkezik
be, de azért sem, mert a kromat 1 mM koncentracidéig sem a szulfat, sem a
foszfat transzportjara nem volt észrevehetd hatassal. Inkabb arra kell gondol-
nunk, hogy a kritikus koncentracié felett a kromat a membran olyan karoso-
dasat idézi eld, ami sajat diffiziéjanak lassulasaval is jar. Kisérleteinknél a
kromat koncentraciétez alatt a toxikus szint alatt tartottuk. Nem zarhaté
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természetesen ki, hogy esetleg mas szempontbél ennek a mennyiségnek a toxi-
citasa sem elhanyagolhaté.

Jogosnak latszott feltenni, hogy a kromat a membrant elsGsorban oxidécié
révén befolyasolja. Ha ez igaz, az is varhato, hogy kiilonb6z§ oxidalészerek is
befolyasoljak a kromat diffiziéjat. Ezzel a feltételezéssel 6sszhangban a per-
jodat erdteljesen fékezte a kromatfelvételt. Valamivel enyhébb gatlast okozott
a broméat, mig ferricianiddal nem lehetett a sebességet észrevehet§en befolya-
solni. Tudjuk, hogy ez utébbi anion szidmara a vorosvértest membran gyakor-
latilag atjarhatatlan.

BLUMENFELD és mtsai [8] azt allapitottak meg, hogy a perjodatos oxida-
ci6 f6 tamadéspontja a membranfelszin szialoglikoproteinje, ezért annak ellengr-
zésére, hogy a kromatfelvétel gatlasa ezzel van-e Osszefiiggésben, a perjodat
hat4sat neuraminiddzos emésztés utan is vizsgaltuk. Az 5. 4bra azt mutatja,
hogy a szialsav eltayolitdsa nem viltoztatja meg a perjodat hatasat, mindkét
esetben létrejon a maximalis 759,-0s gatlas 0,4 mM perjodatkoncentracié mel-
lett. A koncentracié tovabbi névelésekor megfigyeltiik, a gatlas kismértéki
csokkenését is, amit egyelére nem tudunk értelmezni. A perjodat kizarélag a
kromatfelvételre hatott, a szulfattranszportot ebben a koncentraciéban nem
befolyésolta. A szialsav eltavolitasa 6nmagaban sem a szulfat-, sem a kromat-
transzportot nem befolyasolta.

Ezeknek a megfigyeléseknek az alapjan valészintlinek latszott, hogy a
kromatkoncentracié novelésekor is oxidaciés jelenségek valtjak ki a sebességi
allandé csokkenését (2. abra), a kromat valamilyen membranhelyek oxidalasa-
val sajat felvételének gatlasat idézi el§. Ezt az elképzelést latszik alatamasz-
tani egy masik megfigyelés is. Az extracellularis térben nyomon kovethetd a
ferricianid elredukalédasa. Ennek a glikolizissel kapcsolatos redukciénak az
értelmezésére feltételezett a membranon at egy egyeldre ismeretlen mechaniz-
mussal végbemend elektrontranszport. Ha a kromat képes a membranban
redoxhatasokat kifejteni, gy gondoltuk, annak tiikr6z8dnie kell az elektron-
transzportban, kovetkezésképp a kiilsé ferricianid redukciéjaban is. Valéban,
a kromat mar 0,01-—0,10 mM koncentraciéban gatolja aferricianid redukciéjat
(6. abra). A koncentracié viszonyok olyanok ebben az esethen, hogy kizarhaté
a redukecié elmaradasanak okai koziil a kromat elektronokért valé versengése.

Az, hogy a perjodat kizarélag a kromatdiffiziéra hatott, a szulfattransz-
port érintetleniil hagyasa mellett, egydttal megmutatta, hogy a két anion
transzportmechanizmusa részleteiben eltér, annak ellenére, hogy a membran
specifikus pozitiv helyei mindkettét regulaljak.

A PCMB és a PCMBS hatastalanok a szulfattranszportra [74, 118], dgy
latszik, hogy ebben a folyamatban a membrian SH-csoportjai nem vesznek
részt. A kroméatfelvétel oxidaciéra valé érzékenysége mégis felvetette a gon-
dolatot, hatha ennek az anionnak kiilonleges transzportsajatsagai mogott SH-
csoportok részvétele all. A 7. abran a kromat diffiziéjanak alakulasat mutatjuk
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5. ébra. Perjodét hatésa szulfat és kromét diffédziéjara emberi vorésvértesteken. Perjodétos

kezelés: 30 min.; 37°; Hematokrit 409%,. Transzportmérés: 37°; pH 7,4; Médium: 135 mM NaCl,

10 mM Na-foszfat, 5 mM Na-szulfat. [J: szulfit egyensilyi kicserélédés; @, O: krométfel-

vétel (0,048 mM kiindulési koncentréicié) kontroll és neuraminiddzzal kezelt (93 + 59, sziél-
sav eltavolitds) sejteken

be néhany SH-reagenssel valé kiilonb6zd idejl expozicié6 utan. A PCMBS, a
jodacetat és a jédacetamid gatoltak, a DTNB nem befolyasolta a felvétel sebes-
ségét. A gatlas teljes kifejlédése jodacetamid esetében a leggyorsabb, 15 perc
utan mar megkozelitette a maximalis értéket. A gatl reagensek koncentracié-
janak novelésével (8. dbra) 75—809,-0s gatlast értiink el, ami valamivel
kisebb az aminoreagensekkel észleltnél, de pontosan egyezik a perjodatnal
tapasztaltal. Ezt a gatlast olyan kisérletekben sem tudtuk tovabb fokozni,
amikor a sejteket el§szor maximalis gatlast okozé perjodatos kezelésnek, utana
PCMBS hatasanak tettiik ki (9. abra). Mindebbdl gy latszik, hogy a kromat
diffizéjaban szulfhidril csoportok, ill. ezeknek valamilyen szlikebb populécidja
vesz részt. Ez utébbi lehet§séget az veti fel, hogy a DTNB, ami specifikusan az
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6. dbra. Extracelluléris ferricianid viorosvértestek okozta redukciéjdnak gatlisa kromattal.
Médium: 150 mM NaCl; Hematokrit: 259,; Hémérséklet 37°; pH 7,4. Kromatkoncentracidk:
v:0; A: 0,01l mM; O: 0,03 mM; J: 0,10 mM

ozmotikus viztranszport SH-csoportjaira hat [13], nem gatolta a kromat fel
vételét.

A perjodatos oxidaciéval és az SH-reagensekkel nyert eredményeink
egybeesése igen valészinlivé teszi azt, hogy a kromatfelvétel gatlasa mindkét
kisérlettipusban azonos membranhelyek médositasaval valésul meg.

A kromattranszportban szerepld szulfhidril csoportok jellegére némi tam-
pontul szolgalhat az az irodalmi adat, mely szerint a jédacetat a bels§ felszin-
hez asszocialt glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenazra specifikus [25, 32].
A felvétel jodacetattal valé gatolhatésdga azt a vonzé gondolatot ébresati,
hogy ezek a helyek lehetnek felelgsek a SH-érzékenységért, és a kromat reduk-
ciéja, ami a hemoglobinhoz kot§dését megeldzi, itt kovetkezhet be. Végsé
bizonyitékul azonban csak tobb, killonb6zé kutatasi eljaras egyez§ eredmé-
nyei fogadhatdk el, ezért a transzportvizsgalatokbol levont kovetkeztetéseket
egyittal tovabbi vizsgilatok kiindulépontjanak kell tekinteniink.
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7. abra. Krométfelvétel sebessége szulfhidril reagensek jelenlétében. Médium: 130 mM KCI1 4

-+ 20 mM foszfat (pH 7,4); hematokrit: kezelés alatt 409, ; transzportméréskor 329%,. Hémér-

séklet: 37°. Kezdeti krométkoncentracié: 0,057 mM. Reagenskoncentricié: 1 mM. @: jod-
acetat; O: jédacetamid; [ll: PCMBS; (0: DTNB
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8. dbra. Kromitfelvétel gatldsa szulfhidril reagensek kiilonboz6 koncentriciéival. PCMBS
kisérleti médiumban: 130 mM KCI + 20 mM foszfat (pH 7,4) + 33 mM szacharéz, tovibbi
kisérleti koriillményeket és jeloléseket 1. a 7. dbrin
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A kromat diffiziéjanak mérése metodikai szemponthél egyszeribb a szul-
faténal. Erdemleges eldnyt jelenthet ez akkor, ha sorozatvizsgilatokat kell
végezni. A kromat ilyen alkalmazasara az ad alapot, hogy mint lattuk, fel-
vételét éppigy, mint a szulfattranszportot, megszabja az anionokra specifikus
pozitiv membranhelyek allapota. Minthogy a kromat mas membran komponen-
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9. dbra. Perjodat és PCMBS egyiittes hatdsa a kromatfelvételre. 37°; pH 7,4. Hematokrit:

329%. Kezdeti kromatkoncentraci6 (1009%) = 0,025 mM. Kezelési id6k: perjodat 60 min;

PCMBS 10 min. @: kontroll; [J: 0,4 mM perjod4t, kezelés utan sejtek mosva; [l: 0,4 mM per-
jodat, kezelés utan sejtek mosva, majd 1 mM PCMBS-sel kezelve

seken keresztiil is befolyasolhaté, a transzportjara hatasos anyagokkal ezutan
a szulfattranszportot vizsgalva megkisérelhetd a timadéaspont pontosabb koriil-
hatarolasa.

Sorozatvizsgalatokat végeztiink toxikus, az iparban gyakran hasznalatos
oldészerekkel. Koncentracigjukat altalaban 10—100 xmél/ml sejt érték kozott
valtoztattuk, kivéve ott, ahol a nagyobb értékek hemolizist eredményeztek.
Azt talaltuk, hogy a kromatfelvételt nem befolyasoljak az alifas alkoholok
(n-oktanolig), a ciklohexanol, az 1,2-propilénglikol, tovabba a klérozott szén-
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hidrogének (kloroform, széntetraklorid, trikl6retilén). Hatastalanok voltak a
benzolhomolégok, a dioxan, tetrahidrofuran, tetrahidrotiofén és a kiilonbozo
éterek is (dietil és diizopropiléter). A vizsgalt anyagok koziil az egyetlen, ami
hatott a kromatfelvétel sebességére, mégpedig szignifikdnsan gyorsitotta, a
szénszulfid volt (10. abra). A vordsvértestek moséasaval a szénkéneg hatasat
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10. @bra. Széndiszulfid hatds a kromatfelvétel sebességére vorosvértesteken. pH 7,4. Hematok-
rit 309%. Homérséklet 37°. Kiindulasi kromitkoncentréci6é (1009,) = 0,05 mM; CS, kezelés
ideje: 60 min; @: kontroll; [ll: 32 ymél CS,/ml; [O: 64 umél CS,/ml

nem lehetett megsziintetni, még akkor sem, ha a sejteket az inkubalas kezdete
utan igen rovid idével, még a hatas kifejlédése el6tt mostuk (11. abra). Ez a
megfigyelés mindenképp arra utalt, hogy a jelenség fellépéséhez sziikséges id6
nem ahhoz kell, hogy a széndiszulfid bejusson a membranba, hanem arrél
lehet sz6, hogy a membran belsejében a hatas helyéhez torténé diffazié, vagy
éppen a kivaltott effektus az, ami idSigényes. A kolesonhatas jellegére nézve
valésziniitlennek tinik, hogy a membranmatrixszal valé aspecifikus kéleson-
hatas, az apolaros részbe valé beoldédas allna a jelenség mogott, hiszen a leg-
kiilonb6z6bb lipofilitasi oldészerek hatastalannak mutatkoztak.
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11. dbra. Széndiszulfidos kezelésidGtartamanak hatésa a kromatdiffiizié sebességi allanddjira.
pH 7.30. Hematokrit 309;; kiinduldsi kromatkoncentracié: 0,05 mM; CS,: 30 umdol/ml;
----—> kromitfelvétel a széndiszulfiddal kezelt sejtek kimosdsa utin

Figyelmet érdemel a szénkéneg befolyasanak egy masik jellegzetessége
az, hogy nem valtoztatta meg a szulfattranszport sebességét. Ez viszont azt
mutatja, hogy nem az aniontranszport k6zos helyeit médositja a membranban.
Miutan a szulfat- és a kromattranszport kiilonbozéségében a membran SH-
csoportjainak szerepét kimutattuk, valészinti, hogy a szénkéneg hatasa vala-
milyen médon ezekkel kapcsolatos. Reagalhat azonban a szénkéneg fehérjék
aminocsoportjaival is, mikézben ditiokarbamatok képz&dnck [82, 83]. Nem
zarhat6 ki, hogy a szénkéneg befolyasa a kromatdiffiziéra ezek révén alakul ki.

Az aniontranszport egy masik jellegzetessége, hogy a médiumban levd
anionok altaldban képesek befolyasolni egymas mozgasat. Na-foszfat kozegre
térve at a NaCl-rél példaul a szulfation transzportja meggyorsul. Ugyancsak
novekszik a transzport sebességi allandéja, ha a transzportra vizsgalt szulfat
koncentraciéjat noveljik a tobbiion rovasara. Megfigyeléseink szerint a kromat
diffuziéja alapvetGen eltér ettsl, mert a kisérd anionok minésége nem befolya-
solja [109].

Ennek a megallapitasnak és a membran kémiai mdédositasan alapulé
vizsgalatok eredményeinek egybevetésébdl a szulfat és kromat anionok diffa-
zidjara olyan mechanizmust (12. abra)javasolunk, amely szerint ez a két anion
a membran kiils§ felszine k6zelében hasonloképp, a mélyebben fekvg régickban
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pedig kiillonb6zben jut at. A bemutatott eredmények azt sugalljak, hogy ez
utébbiban helyezkednek el egyrészt a kromatdiffiziéra haté SH-csoportok,
tovabba azok a szulfattranszportot befolyasolé helyek, amelyek szerepe a
kiséré anionok hatdsan keresztiill mutatkozik meg.

KULSO TER MEMBRAN CITOPLAZMA

=S S0~
50, s
e Cr ()=Hb

tse s

I: specifikus, pozitiv két6helyek; II: anionok mindségére érzékeny régi6; II1: kromatdiffaziot
befolyéso6 SH-csoportok

Hangsulyozni kell, hogy a feltiintetett séma nem jelent sziikségképpen
geometriai értelmezést, vagyis a diffiziés ttvonalak elagazasat. Lehetséges
az is, hogy a transzportok kozos itvonalon mennek végbe, de eltéré mechaniz-
mussal. Elképzelésiink egytttal 6sszhangban van 4jabb irodalmi koézlésekkel is
[53, 155], amelyek szerint legalabb két kiilonb6z§ tipusi membranhely vesz
részt az aniontranszport szabalyozasaban.

A kutatasi eredmények, kozottiik a bemutatott vizsgalataink azt igazol-
jak, hogy a membranfehérjék topografiai elemzésének fegyvertara jelentGsen
képes hozzajarulni a membran transzportjelenségeinek megértéséhez is.
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