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A biolégiai membranokban taldlhaté fehérje természetl anyagok funk-
cionalis sajatsagait erdsen befolydsolja a membran pillanatnyi struktiraja,
konformaciéja; igy a kiilonb6z6 membranok konformaciés allapotainak, vala-
mint ezek befolyasolasanak komoly jelentGsége van.

A fazisatmenetek vizsgalati médszerei tilnyomérészt bonyolult és kolt-
séges mérési eljarasokat igényelnek (differencial-termal kalorimetria, réntgen-
diffrakeié . sth.),bar az utébbiidében néhany relative egyszerdi és gyors méd-
szer is ismeretessé valt [1]. Mivel tavolabbi célunk a lipid fehérje kolesonhata-
sok részletes vizsgalata, az alapstruktdra tanulmanyozasa elkeriilhetetlen.
Foszfatidilkolinbél készitett multilamellaris struktiran a fent emlitett méd-
szerekkel két fazisatmenet figyelhetd meg 0 °C és 42 °C kornyékén, mig az
ERDEI és mtsai altal kidolgozott refraktometrids médszer még egy tovabbi
fazisaitmenet — 18—22 °C korill — kimutatasara alkalmas. E két médszer
nem mentes a kiilonb6z6 kereszteffektusoktél (oldészerhatas és az igen kozeli
rétegek egymas kozotti kolesonhatasa), igy egy konnyebben kezelhetd jé fel-
bontast adé masik médszert — fluoreszcens jelz6t — valasztottunk, és meg-
felels tisztasaga lipidb6l készitett kettds-réteg hélyagok fazisatmeneteit vizs-
galtuk. E médszer tovabbi elénye, hogy a puffer kompozicié a membran két
vldalan tetszélegesen — kiilonboz6en is — beallithaté. Az itt leirt vizsgalatok-
nak elsé részére intézetiink és a II. sz. Moszkvai Allami Egyetem (Pirigova
Institut) Biofizikai Tanszékének egyiittmiikodése keretében keriilt sor. Fluo-
reszcens jelzdként a metilbenzantront és a dimetilaminohalkont hasznaltuk.
Mindkét vegyiiletre jellemz§, hogy vizben praktikusan oldhatatlanok, kvan-
tumhatasfokuk pedig erésen fiigg — a kornyezd molekulak altal meghataro-
zott — térszerkezettdl; az emissziés spektrum alakja, valamint a maximalis
fluoreszcenciaintenzitas hullimhossza fiigg a festék molekula mikrokérnyeze-
tének dielektromos allandéjatél. Feltételezésiink szerint a molekuldk a kettds
réteg sikjara merélegesen orientilédnak a liposzéma falaban, és adhéziés tipu-
st kolesonhatasba lépnek a lecitin molekuldkkal. A hipotetikus térszerkezet
sematikusan az 1. abran lathaté. A tojas lecitinb§l készitett homogén liposzéma
frakciéhoz adott (alkoholos oldatban) dimetilaminohalkon (DMH) fluoreszcen-
cia intenzitasanak fiiggése a hdmérséklettdl tobb fazisatmenet jelenlétére utal.
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A 2. abran kontrollként feltiintettiik a fényszoras, ill. a dimetilformamidban
oldott DMH fluoreszcencidjanak hémérsékletfiiggését is. Szintetikus lecitinbél
késziilt liposzéma preparatumokon ellendriztiik a fluoreszcenciaintenzitas és
a fazisatmenetek kapcsolatat, és azt talaltuk, hogy dipalmitoillecitin, dimi-
risztoillecitin, disztearillecitin esetén az irodalomban ismert fazisatmeneti
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1. d@bra. A membran konformaciés allapotanak vizsgédlatira hasznalt festékek szerkezeti kép-
lete, és membranban elfoglalt helyzetének vizlatos képe

h8mérsékletek és az altalunk mértek megegyeznek. Ezt, valamint a hipotetikus
térszerkezetet figyelembe véve igen valészini, hogy a fluoreszcenciaintenzitas
ugrasszeri valtozasai a BLM fazisatmeneteivel kapcsolatosak. Az abran fel-
tintettik az Atmeneti h6mérsékleteket is. E mérések 100 mM NaCl, 10 mM
trisz-HCl pufferben (pH = 7,0) térténtek. A kapott fazisatmeneti hGmérsék-
letek jol egyeznek az NMR spektroszképpal meghatarozott értékekkel.
Klértetraciklin-(CTC)-EDTA rendszerben meghataroztuk a membran
kalcium permeabilitasanak h§mérsékletfiiggését; azt talaltuk, hogy 14 °C alatt
a Ca’* egyaltalan nem (azaz a 20 °C-ra vonatkozé értéknél legalabb 10%-szer
lassabban) penetral, 14 °C-t6l 36 °C-ig terjed8 tartomanyban pedig igen lassan
és a hémérséklettdl fiiggetlen sebességgel. 36,5 °C-nal hirtelen erdsen megnd
a permeabilitas és a magasabb hdmérséklet felé hémérsékletfiiggése difftizids
(exponencialis) jellegii. Ez az eredmény megegyezik a fenti NMR-mérések
eredményével és legvalészinlibb magyarazata, hogy a CTC-Ca®* komplex
a membranban — konformaciés okok miatt — 36,5 °C folott jol oldédik, és igy
mintegy ,,carriere’” a CTC a Ca-nak. A 14 °C—36 °C-s tartomanyban pedig
a membran hidrokarbon régigjaba valé belépés limital, ami magyarazza az
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alacsony permeabilitasi értékeket és ennek hdmérsékletfiiggését. Ezen adatok
megerdsiteni latszanak, hogy a DMH-val és MBA-val mért fazisitmenetek
val6di membranszerkezeti véltozasokkal kapcsolatosak.

A fehérjebeépitési kisérleteket az MTA Szegedi Biolégiai Kozpontjanak
Biofizikai Intézetében, a dr. Karvaly Béla altal vezetett munkacsoport
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2. dbra. A 4-dimetilaminohalkon festéssel a fluoreszcencia-intenzitas fiiggése a hdmérséklettdl.
A gorbe jol lathaté ,,torései” kiillonbozd jellegli szerkezeti médosuldsokra utalnak

segitségével végeztiik. Méréseinkhez — technikai okokbél —Ilecitin-koleszterin
2 : 1 aranyd membranokat hasznaltunk, és a mérések kozben a puffer hgmér-
séklete 23 + 2 °C volt. A kétoldali pufferosszetétel aszimmetrikus:

I II
7,6 mM szacharéz 25 mM szacharéz
5 mM MgCl, 0,15 mM MgCl,
1 mM K-EGTA 0,1 mM K-EGTA
40,8 mM K-glutamat 0,8 mM K-glutamat
10 mM hisztidin 1 mM hisztidin
0,1 mM CaCl, 0,01 mM CaCl,

40 mM KCl

(+ 5 mM ATP) (41,26 mg hisztidin/mg protein)

A megadott polaritasok a II. kompartmentnek az I.-re vonatkoztatott
polaritasat jelentik. Minden alkalommal el§szor meghataroztuk az adott BLM
aram-fesziiltségkarakterisztikajat deszt. vizben, majd a két oldalon beallitot-
tuk a fenti ionkoncentraciékat (ugyanaz a membran!), és ismét meghataroztuk
e karakterisztikakat (3. abra).

Az abrabdél jol lathaté, hogy a karakterisztika jellege megvaltozott és
aszimmetrikussa valt. Meglepd, hogy a mérési hiban beliil a pozitiv fesziiltség
alkalmazasa esetén mérhetd vezetSképesség — az adott puffer-rendszer mel-

6 MTA Biol. Osst. Kézl. 22 (1979)



82 JONA ISTVAN

lett — nem fiigg a fesziiltségtdl, a mérési tartoményban. A 4. ibran a kétoldali
aramhanyadosokat tiintettiik fel a membranfesziiltség fiiggvényében. A puffer-
rendszer erds ,,egyeniranyité” jelleget kolcsonoz a membrannak a glutamat-
ionok jelenléte miatt. Az 5. dbran a membran ellenallasanak a rajta atfolyé
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3. dbra. A BLM éaram-fesziiltség gorbéi ugyanazon membrdanon mérve desztillalt vizben és
,»sejtszeri” aszimmetrikus pufferben

aramtél valé fiiggése lathat6. Deszt. viz esetén a vezet8képességet alapvetden
a membran permeabilitasa korldtozza, azaz szabja meg, és ez iranyfiggetlen.
Pufferben a negativ irdnyu ellenallas lefutasaban azonos a deszt. vizével, de
mintegy 409,-kal magasabb permeabilitasi allandé mellett. A pozitiv irdnyud
ellenallas aramfiiggése az elGbbiekkel teljesen ellentétes és a realis membrano-
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4. dabra. Az aszimmetrikus pufferrendszer éltal okozott dramaszimmetria fiiggése a membran-
fesziiltségtol
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5. abra. A membran ellenalldsa a rajta atfolyé aram fiiggvényében, desztillalt viz és az aszim-
metrikus pufferrendszer esetén. J61 megfigyelhetd a kétoldali kettds diédaszerfi aszimmetria
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kéra emlékeztet. A fiiggés egy pozitiv ion, — melynek mozgasit a membran
permeabilitas korlatozza — és egy negativ ion — toltéstranszport limitalt —
egyideji mozgasaval magyarazhatg, figyelembe véve, hogy a II. oldalon tdl-
nyomoérészt nem penetralé anionok vannak jelen. Az dbran feltiintettiik még
a fehérjebeépitést kovetden mérhetd pozitiv polaritashoz tartozé fiiggvényt is,
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6/a. dbra. A membranon folyé dram az id§ fiiggvényében ATPaz beépiilését kovetden ,,nyité-
irdnyban”

mely tendenciajaban is eltér az azonos polaritasi fehérje nélkiili fiiggvénytsl.
A fehérjét tartalmazé membran karakterisztikaja az ell ntétes polaritasra nem
meghatarozott. Szinkron kapacitds mérések szerint a fehérje hozzaadasat
kovetd 1. spontan, hirtelen vezetfképesség valtozas utan mérheté membran-
kapacitas az azt megel6z6 érték 2,1—3,5-szerese, igy — mivel a membran-
vastagsag ilyen aranyd csokkenése, ill. ilyen aranyd membranfelilet-noveke-
dés nem valészinti — ezt a fehérjebeépiilés jelének tekintettiik. Ezt kovetGen
mértiik a membran vezetGképességét az id8 fliiggvényében. A pozitiv polaritasi
fesziiltség alkalmazasa mellett a vezetSképesség id6ben allandé. Ellenkezd
iranyu fesziiltség esetén 0-r6l novekvd iranyban kb. —28 mV-os kiiszob-
fesziiltség elérésekor egy aramugras kovetkezik be és ezt kovetGen konstans
fesziiltség mellett a vezetSképesség idGben ,,instabilla’ valik (6. dbra), aram-
loketek jelentkeznek, ill. ugrasszeriien megvaltozik a vezet§képesség. Ez tobb
lépésben, sokszor haromszoros értékére is emelkedhet a kezdeti értékhez viszo-
nyitva. Ezen instabilitas reverzibilis jellegli, nevezetesen magasabb vezet6-
képességii allapotbdl spontan billenéseken keresztil az alacsonyabb vezets-
képességii iranyba is azonos jelleggel torténnek az ugrasok.

A fesziiltség csokkenésekor az instabilitasok véltozatlanul megmaradnak,
a kiiszobfesziiltség alatt is egy meghatarozott —10 mV fesziiltségig, amikor is
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6/b. dbra. A membrénon folyé 4ram idé-fiiggésében néhény jellegzetes esete U > Uy esetén
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6/c. abra. A membranon atfolyé aram idé-fiiggése néhédny jellegzetes esete U > Uy esetén
Ca** adasat kovetden

hirtelen megnd az ellenallas (Uy), azaz a membran ,lezar”. Ismét emelve a
fesziiltséget a ,,bekapcesolas® (Uy) az el6z6 kiiszob-be értéknél kovetkezik be,
azaz a membrannak mintegy memdéridja van (7. abra). Ez a jelenség Ca?*
fiiggs, Ca-adasara—a fehérjével azonos oldalon —fokozédik. 5 mM PCMB-vel
a folyamat nem gatolhat6. Ellenoldali ATP a fesziiltségugrasok amplitadé-
jat fokozza. A fent emlitett ..instabilitas’ kifejezetten elektromos, a membran
élettartama a fehérjebeépitést kovetGen sokszorosira né és né az un.letorési
fesziiltség értéke is.

A fent leirt Ca?2*-Mg?>* ATPazt kovetden kolineszteraz beépitését is meg-
kiséreltiik ez azonban feltehetden a tdl erds lipid-fehérje kolesonhatas miatt
nem volt eredményes (a beépiilés indikalasat kovetGen néhany masodperccel
a membrian minden esetben elszakadt).

Osszvfiiggést nem talaltunk a kiils§ vizfazishoz adott fehérjemennyiség
és a kapcsolasi szintek kozott, ui. ez utébbi minden vagy semmi alapon és
mindenkor ugyanazon — a mérési hiban beliil — értéknél jelentkezett.

Megallapithaté, hogy az aktiv fehérjék beépitése sikerrel kecsegtetd része
a BLM vizsgalé médszereinek és hogy a beépités koriilményeit a fehérje szama-
ra ,,megszokott” koriilmények (lipid-, ion-kérnyezet) 6vatos egyszeriisitésével
lehetséges biztositani. Igy a mérési technika tovabbi finomitasaval lehetdség
nyilik egyes fehérjéknek és az altaluk a membranon keresztil megvalésitott
iontranszport jelenségeinek szeparalt tanulmanyozasara. Feltehet§en lehetdség
nyilik tovabba az aktiv transzportjelenségekhez kapcsolt elektromos folya-
matok mérésére is.
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6/d. dabra. Spontan oszcillaciés jelenségek kialakulasa Ca?* + ATP adéséat kiovetden
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7. ébra. BLM rampajellel folvett aram-fesziiltség karakterisztikdja desztillalt viz és aszimmetri-
kus pufferrendszer esetén (jobbra fenn), és fehérjebeépitést kovetSen kiilonbozé fesziiltségek
és frekvenciak esetén
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