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A legtobb plazma membran hatarfeliilet a sejt és kiornyezete kozott,
amely mas sejtek, virusok, hormonok, fehérjék felismerésére alkalmas receptor
helyekkel rendelkezik, mésrészt biztositja az enzimek topolégiai rendezgdését.
A vorésvérsejt membréan, ha nem is tekinthetd a membranck reprezentéasanak,
mégis mindig a membrankutatasok kézpontjaban allott. Ezt nemesak egy-
szeri médon és tiszta allapotban valé konnyl kinyerhetGsége magyarazza,
hanem az is, hogy a legtipikusabb plazmamembran funkciékat, mint pl. az
ozmétikus egyensily fenntartasa, aktiv és passziv iontranszport, szubsztrat
transzport, antigén és receptor tulajdonsagok stb. tanulméanyozni lehet rajta.
Eléggé komplex struktira ahhoz, hogy érdekes és fontos legyen, de eléggé egy-
szerti is ahhoz, hogy analizalhaté és els6ként megismerhetd legyen. A membran
alkotérészeinek szervezddése a vordsvérsejt membran esetén ismert a legjob-
ban, de mai tudasunk szerint a t6bbi, eddig vizsgalt membranra is érvényesek
« vorosvérsejt membran felépitésére vonatkozé alapelvek.

A legiijabb vizsgalati eredmények alapjan a membranok nagymértékben
aszimmetrikusan felépitett hatarfeliiletek, amelyek hidroféb, bels& lipid kett&s-
rétegébe ékelddnek bele a két felszin iranyaban hidrofil fehérjék. SINGER és
Nicorson (38) e vizsgalatok alapjan feltételezett ,,fluid mosaic’ modellje a
membran dinamikus szervezédésére fekteti a f6 silyt, amelynek részletesebb
kisérleti adatait a késGbbiekben részletezni fogom. A ,,fluid mosaic” modell £§
jellemzdi a kovetkezdk:

1. A membranfehérjék tilnyomorészt alfa helix, vagy ,,random coil”
konformaciéjiak.

2. A membran lipidek testhGmérsékleten folyékony éallapotban vannak.

3. A membréan lipidek {6 témege nincs fehérjéhez kiotve és nines direkt
kélesonhatasban veliik.

4. Bizonyos fehérjék be vannak ékelve a membran lipid részébe, sdt
keresztiilhatolnak a membrianon és hozzaférhet6k ennek mindkét oldalan.

5. A membran molekulik mobilisak a membranban és oldalirdnyt el-
mozdulasra képesek, amelyek alapjan antigének, receptorhelyek és intra-
membran részecskék atcsoportosulasa lehetséges a membrant érd hatasok
kovetkeztében.
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A membran vizsgilatok tdilnyomé tobbsége a membran elSallitasaval
kezd6dik, — csak kevés vizsgilatot végeztek intakt sejten. A membran pre-
paralasanak kiilon nagy irodalma van, igy erre nem térek ki, csak annyiban,
hogy az eredmények értékelésénél mindig figyelembe kell venniink azt, hogy
a preparalt membran = miitermék, és hogy mennyiben az, az a preparalas
moédjatol nagymértékben fiigg.

A vorésvérsejt membran esetén a ,,tisztasdg’ egyik jellemz§jéiil a he-
moglobin mentességet szokas tekinteni, kérdés viszont, hogy az ilyen ,,ghost”
mennyire reprezentalja az intakt sejtmembrant. Noha a hemoglobint nem szo-
kas a membran esszencialis alkotérészének tekinteni MARFEY (26) vizsgalatai
szerint a membran felszinét8l A tavolsagig orientalt hemoglobinréteg helyez-
kedik el, amelyeknek legalabbis a lehet8sége meg van arra, hogy kotddjon a
membranhoz. Eltavolitasa a struktira atrendezddésével jarhat, amint erre a
késGbbiekben visszatérek. A membran miitermék jellegét hangsilyozzak Zwaar
és munkatarsai (34, 50) akik szerint igen nagy tisztasigd foszfolipaz C-vel
szembeni érzékenység szempontjabol a visszazart ghost nem tekinthetd az
intakt sejt megfelelgjének. A foszfolipaz C ugyanis az intakt vordsvérsejt
foszfolipidjeit nem hidrolizalja, a visszazart ghostét viszont igen (és a hipoté-
niasan duzzasztott sejtét is). Tehat a lipidek hozzaférhetdsége szempontjaboél
sem tekinthet8k a ghostok és az intakt membrianok azonosnak. Ettdl fiigget-
leniil a preparélas soran a membranfehérje elveszthet ligandokat, szubsztrat-
hidnyossa valhat, ami a stabilitasat ill. konformaciéjat befolyasolja, struktu-
ralisan atrendezddhet, felvehet olyan molekuldkat, amelyek normalisan nin- .
csenek kdtve rajta, valamint egyes részeit mas membran részekkel kicserélheti.

A vordsvérsejt membran alkotérészei

A hemoglobinmentes vérésvérsejt membran témege 11—12. 10-13 g,
(8). Ha stirtiségét 1.15 g/cm3-nek tekintjiik (51) és feliiletét 140 um2-nek (48),
vastagsaga 75 A-nek adédik, ami j6l megfelel az elektronmikroszképiasan
mértnek (33). A membran témegének kb. 529-a fehérje, 409,-a lipid és 8% -a
szénhidrat. A szénhidrat tartalom 79;-a a glikoszfingolipidekben van, mig a
tébbi a membran-glikoproteinekben szerepel (43).

A lipidek kb. 309,-a a koleszterin, szemben a belsd membranok szinte
kizarolagos foszfolipid felépitettségével. A vordsvérsejt membran fehérjéinek
aminosav dsszetétele nem tér el nagyon méas membranokétél, vagy akar szolu-
bilis fehérjéktsl. Viszont az egyes polipeptidek, st ezek bizonyos részeinek
aminosav Osszetétele igen erSsen eltérhet. Mindenesetre egyik jellemzdje a
savanyd aminosavak tilsilya (219, szemben a 129, bazikussal (35). A voros-
vérsejt membran fehérjéinek masik jellemzdje a viszonylag nagymennyiségi,
nagymolekulasilyd fehérje. A membrannak kb. egyharmada 220 —255 ezer
molekulasilyd, masik harmada pedig 90 ezer Dalton kériill van. Az dsszes
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fehérjének csak egyharmada esik 70 ezer molekulasily ala, pedig m4s memb-
ranokra (pl. mitokondrium) ez a molakulasily-tartomany jellemzg.

A membranfehérjék vizsgalatara az egyik legelterjedtebb mddszer az
SDS-ben (Sodium Dodecyl Suplhate) oldott membranfehérjék akrilamidgél
elektroforézise. Az egyes membranfehérje komponenseket ennek alapjan szokas
szamozni mobilitasuk (becsiilt molekulasilyuk) sorrendjében, minthogy az
SDS kétése folytdn a vandorlasi sebesség egy adott porozitasi gélben az al-
egység molekulasilyanak fiiggvénye. A médszernek hatart szab egyrészt a
glikoproteinek anomalis vandorlasa, masrészt az a tény, hogy feltétleniil dena-
turalt komponensekkel allunk szemben (41). A denaturalt fehérjék fokozottan
érzékenyek a proteolizisra, az intracellularis protedzokra. Az oligomerek tagjai
kiilsnb6z6 helyekre vandorolnak és utélag nem lehet eldénteni melyik alegysé-
gek tartoztak eredetileg egymashoz.

Az SDS- akrilamid elektroforetogramon 7 fékomponenst szokas meg-
kiilonbéztetni, ha fehérjére festjilk (Coomassie Blue), ezen beliil azonban a 2.
és 4. z6nak minorkomponenseit, mint 2,1; 2,2; 2,3; és 4,1; 4,2; 4,5; is megkiilon-
boztetik (11, 12). A legkisebb molekulasilyt a hemoglobin reziduélis része
mutatja, ez koriilbeliil 17 ezernek felel meg, mint alegységsily (1. abra). Mint-
hogy az SDS hatasara a fehérjék monomerjeikre disszocialnak az 6sszes kozolt
molekulasiily a monomer minimalis molekulasilya (kivéve az egy erGsen nega-
tiv glikoforint). Az igy szétvialasztott komponenseket mar nem lehet tovabb
disszocialtatni mas dgensekkel sem, igy elfogadhatjuk, hogy ezek nem aggrega-
tumok, vagy asszociatumok. Kiilonb6z6 médon preparalt ghostok elektro-
foretogramja megegyezik (19). Az emls speciesek fehérjeosszetétel szempont-
jabél nagy hasonlatossdgot mutatnak a huménhoz, mig glikoprotein 6sszeté-
telilk mar nagyobb variaciét mutat (21).

A Comassie Blue-val festett fehérjék az osszfehérjének f6tomegét kép-
viselik, azonban a nagymértékben glikoszilalt fehérjék ezzel a médszerrel nem
detektalhatok (kb. 79%,), (12). Ezeket PAS technikdval mutathatjuk ki, és meg-
oszlasukra jellemz§ az, hogy megfelel a szidlsav megoszlasanak a membran-
fehérjék kozott. Ezeknek a fehérjéknek a vandorlasa ,,anomalis” a nem glikoszi-
lalt referens fehérjékhez viszonyitva, a szénhidrat és szialsav részek ,,extra”
negativ toltése miatt (1/B abra).

Az 1. tablazat a vérdsvérsejt membran {6 fehérje polipeptidlancokat,
valamint glikoproteineket foglalja ossze. Ezek koziil néhanynak a struktiraja-
r6l mar részletes adatok is allnak rendelkezésiinkre, mig masokrél vgyszélvan
semmit sem tudunk.

Az egyik legrégebben vizsgilt membranfehérje a MARCHESI és mtsai
altal leirt spektrin (23). Egyike a f6 membranfehérjéknek, a ghost fehérjéinek
209,-a. Nem tartalmaz sem szénhidratot sem lipidet, két nagymolekulasilyd
polipeptidlanchdl all. (240 ezer és 215 ezer, ez utébbi a miozin-jellegli polipep-
tid; lasd 1/A éabra, 1. és 2. z6nak). Kis ionerejl pufferrel oldhaté ki, kiilonésen
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1.dbra. Vérosvérsejt membran poliakrilamidgél elektroforetogramjénak denzitometriis értékelése.

A.) Coomassie blue festés utan

B.) PAS festés utan

H = a hemoglobin polipeptidlancainak helyzete

TD = a marker festék helyzete

I. tablazat

A vorosvérsejt membran fébb polipeptidjei és glikoproteinjei

Komponens M(oDl;zlst":)IZ) - fEﬁz:?gag/z Poli%&;}:’tsi?‘ Elnevezés
A. Polipeptidek
1 240 000 15:1 216 000 Spektrin
Tektin A
215 000 14,7 235 000 Miozin szerii polipeptidek
88 000 24,1 940 000 Komponens a
Protein E
Minor glikoprotein
4,1 78 000 4,2 180 000
4,2 72 000 5,0 238 000
5 43 000 4,5 359 000 Aktin-szerii polipeptid
6 35000 55 540 000 G3PD
7 29 000 3.4 403 000
B. Glikoproteinek
PAS-1 55 000 6,7 500 000 Glikoforin
PAS-2 Szidlglikoprotein
ABH és MN izoantigén

* FAIRBANKS, G., T. L. STECK és D. F. M. WALLACH: Biochemistry 10, 2606 (1971), cikke
alapjan.
MTA Biol. Osst. Kazl. 21 (1978)




A VOROSVERSEJT MEMBRAN FEHERJESZERKEZETEROL 145

magasabb pH-n és kelatképzék jelenlétében. Oldaskor az 5. SDS frakeié 43 000
molekulasilyu polipeptid is kioldédik a két nagymolekulasilyid polipeptiddel;
ez az aktin-jellegli komponens, amely — amint a késGbbiekben ezt még tar-
gyalom — funkcionalis egységet képez az el6z6 kettGvel, mint a vordsvérsejt
aktomiozin-szerl fehérjéje.

A nativ spektrin molekula nagymértékben aszimmetrikus rid (6). Poli-
merizaciora képes, kétértéki kationok és megfelel ioners (0,1 M NaCl) jelen-
létében fibrillaris strukturat alkot (46). A nativ spektrin dimer (a két nem
azonos lanchoél), de a membranban a dimereknek az 5.z6 naval alkotott asszocia-
tumai vannak jelen valészinileg. Mint aktomiozinszerii fehérje a membran
rigiditasat, ill. a sejt mechanikai tulajdonsagait befolyasolja. Kisfokui, Ca™*
aktivalhaté ATPaz aktivitassal bir (28), de az kisebb, mint a miozintél varhaté.
Oldhatésaga jobban megfelel az aktinénak, mint a miozinénak, vagy aktomio-
zinénak. Az aktomiozinhoz valé hasonlésiagot az aminosav dsszetétel, méret és
ATPaz aktivitas alapjan mondottak ki (16). Mindenesetre a spektrin kompo-
nensek asszocialtan a membran belsd felén helyezkednek el (14), hasonléan a
Cat* ATPaz aktivitashoz (ami csak nyitott ghostok esetén mérhetd).

3. zéna. (100 000 molekulasilyi fehérjék).

A membranfehérje kériilbeliil 259, -a. 6—89, szénhidratot tartalmaz,
mégis alig latszik a PAS festés soran (csak, mint egy vall a PAS-1 frakecion),
mert szialsav tartalma alacsony (15). Molekulasilya gélkromatografiaval
magasabb (150 000). Szorosan kétddik a membran lipidekhez, és igy els6sorban
olyan oldészerekkel oldhaté ki, amelyek alipideket micellasan oldatba viszik,
és igy a fehérje hidroféb részérdl levalasztjak (44). Ez a polipeptid sok apolaris
aminosavat tartalmaz, szénhidratja a fehérjéhez kotott hexéz). Konnyen kép-
z6dik diszulfid hid alegységei kozott és a membranban, mint dimer van jelen.
A kiilonb6z6 kutatécsoportok, amelyek vizsgaltak, eltérden nyilatkoznak N
terminalisarél: TANNER és BoxEeRr (44) szerint ez blokkolva van, ROSENBERG
és mtsai (36) szerint legalabb egy N terminalis van szabadon. FeltehetGen részt
vesz az aniontranszportban és glukéztranszportban. Erre utal ezek SH gatlok-
kal valé blokkolhatésaga. Tartalmazza a konkanavalin A kotGhelyet és a Na™
K+ ATPaz foszforilalt intermedierjét.

A 3. zéna elektroforetikusan komplexen fest6d6 savot ad, lehet, hogy nem
homogén. (KNUFERMANN 20) munkacsoportja pl. tsbb danzilezett végcsoportot
talalt, mig keresztkotés szempontjabél, proteolizis szempontjabsl homogénnek
latszik, igy elektroforetikus heterogenitasat a kiilonb6z8 szénhidrat-komple-
ment tartalom indokolhatja. Ma még nem eldontstt, hogy homogén, vagy egy-
méashoz nagyon hasonlé polipeptid lancok csaladja.

o MTA Biol. Osst. Kosl. 21 (1978)
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Szidlglikoprotein (glikoforin PAS-1)

Az 6sszes membranfehérjéknek csak néhany szazaléka. 609, szénhidrat
és 409, fehérje alkotja. Molekulasilya 50—55, 46 ill. 31 ezer attél fiiggden,
hogy elektroforézissel, gélszliréssel, vagy ultracentrifugalassal hataroztak meg.
A szénhidrat komponens N-acetil-glukézamin, N-acetil-galakt6zamin, mannéz
fukéz és szidlsav tartalmid. MARCHESI szerint (24) leucin az N terminélésa,
TANNER (44) szerint viszont blokkolva van. Maganyos polipeptid lanc nem
asszocialodik sem 6nmagaval, sem masokkal. Primer szerkezete azt mutatja,
hogy N és C terminalisai f6ként hidrofil aminosavakbél allanak, mig van egy
ko6z8psd része, amely mintegy 30 polaros aminosavbél all és a membran lipid
részébe ékelddik bele.

A szénhidrat rész acetilgalaktézaminon keresztiil szerin, vagy treonin
OH-n keresztiil kotédik a polipeptid lanchoz (alkali labilis) vagy aszparagin-
savon at, amely acetilglukézamint két, amely kotés alkali stabilis. Az alkali
labilis szénhidrat oldalldncok elagazé tetramerek, amelyek szidlsavban végz6d-
nek, mig az alkali stabilak hosszabbak és komplexebbek. A szialsav a felelgs
a vordsvérsejtmembran feliileti negativ toltésének legnagyobb részéért (49).

A szialglikoprotein hordozza a membran ABO, MN vércsoport antigén-
tulajdonsagait, lektinkotd helyeit, influenzavirus receptorat, sth. (25).

Az egyes komponensek elhelyezkedése a membranban.

Az egyes fehérjekomponensek elhelyezkedésének vizsgalatara szamos
mdédszer ismeretes. Az egyik legegyszeribb ezek koziil a kiils6 feliileten levd
fehérjék hozzaférhetGségének vizsgalata biztosan nem penetral6dé reagensek-
kel. Azok a fehérjék, amelyek az intakt sejten reagélnak, biztosan a kiilsg
felszinen foglalnak helyet (legalabbis részben) (II. tablazat). gy pl. nyilvan-
valé, hogy a protedzokkal inaktivalhatd acetilkolineszteraz, vagy az igy el-
tavolithaté szialsav a kiils6 feliilleten foglalnak helyet. A kiilsg feliileten valé
elhelyezkedést egyértelmten bizonyitja az, ha a citoplazma oldalrél nem hoz-
zaférhetd a kérdéses molekula.

II. tablazat

Néhany membréan marker elhelyezkedése

Kiilsé feliileten Belsé feliileten
Acetilkolinészteraz NADH?* diaforédz
Szialsav G3PD** és kotshelye
Nikotinamid-adenin-dinukleotiddz =~ CAMP* kotShely
Oubain kotéhely Protein kindz
Szénhidratok ATPaz**+*

* nikotinsavamid-dinukleotid (redukalt)
** glicerinaldehid- 3- foszfat
*#*%* ciklikus adenozin-monofoszfit
**** adenozintrifoszfataz
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A citoplazma oldal reakciéjat egyrészt az intakt sejt és a nyitott ghost
reakciéjanak osszehasonlitasaval lehet elvégezni. De vannak ennél direktebb
médszerek is. Pl. a nyilt ghostot megtélteni a reagenssel, visszazarni és ezutan
elvégezni a reakciot igy, hogy a reagens csak a belsd oldalon van jelen. Mas-
részt meg van a lehet6ség a ,kiforditott” membranvezikulumok vizsgalatara
az un. ,,inside out” és ,,right side out” vezikulumok szétvalasztasaval.

A legszerencsésebb eset az, ha az egyes komponenseket elektronmikrosz-
képosan, vagy citokémiailag lathatéva tudjuk tenni.

A fentiekben vazolt médszerek szerencsésen kiegészitik egymast és arra
a megallapitasra vezettek, hogy a fehérjekomponensek megoszlasa abszolit
aszimmetrikus, azaz egy komponens sincs azonosan jelen a membran két ol-
dalan.

Az egyes polipeptidek megoszlasat részben proteazok (2) laktoperoxidaz
és H,0, jelenlétében végzett jodozas (30) galaktézoxidaz és bérhidrid alkal-
mazasaval (13), valamint kis, nem penetralé ligandokkal (pl. S% diazénium
benzolszulfonat (3) val6 reakeié utani SDS elektroforézissel vizsgaltak. Intakt
sejt reakci6ja esetén csak a glikoproteinek (3. zona és glikoforin, valamint egyes
kis glikoprotein frakciok) mutattak reakciot.

Ha viszont nyilt ghostokat hasznaltak, az 6sszes f6 polipeptid komponens
reagalt. Egyetlen rejtett, hozzaférhetetlen komponens sem volt, noha az egyes
polipeptid lancok kiilsnb6z6 mértékben reagaltak. A fentiekbdl az kiovetkezik,
hogy a 3. zéna, a PAS-1 z6na, valamint a minor glikoproteinek a kiilsg felii-
leten is vannak, mig 1; 2; 2,1; 2,2; 2,3; 4,1; 4,25 5,6; 7 és néhany nyomnyi
polipeptid csak a bels§ felszinen foglal helyet.

Ezek a vizsgalatok minthogy részben a ghostokon torténtek, magukban
foglaljak azt a feltételt, hogy a nyilt ghoston valé fokozott jel6l6dés nem a pre-
paralas soran megvaltozott konformacié eredménye. Minthogy azonban nem
talaltak a ghost készités soran megnovekedett reakcioképességet az egyes fehér-
jékre vonatkozéan, ugyanis a nyilt ghostokbél készitett ,,right side out” veziku-
lumok reakciéi egyeztek az intakt sejtével, masrészt sem szénhidrat, sem
ATPaz, sem spektrin veszteséget nem észleltek, elfogadtak, hogy az igy nyert
eredmények altalanosithaték, noha ez nyilvanvaléan csak els6 kozelitésben le-
het igaz (39).

A glikolitikus enzimek kériilbeliill ugyanolyan erésen vannak kétve a
membranhoz, mint a hemoglobin. Ezeket DucHonN és CorLLIER (9) ,.lazdn
kotott” enzimeknek tekinti. Ezzel szemben a fruktéz—bisz-foszfat-aldolaz és a
G3PD* szorosan vannak kotve, a foszfogliceratkiniz pedig intermedier erds-
séggel kotddik. Ez az a pont, ahol a Na®™ K™ transzport rendszer a sejt meta-
bolitikus allapotat befolyasolni képes. SCHRIER (37) szerint a PGK** a lipidek
felé van orientalva, mig a G3PD a sejt belseje felé. TILLMANN (47) legijabb

* Glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
** foszfoglicerat-kindz
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vizsgalatai alapjan kis ionerejl pufferrel torténd hemolizis soran a hexokinaz
is szorosan kotottnek nyilvanult, mig a tobbi 12 enzim lazan kotott. Felting,
hogy a PK*** aktivitasa csak a membran apritiasa utidn mérhets. TILLMANN
Osszehasonlitotta a fehér ghost (0,5 9%-nal kevesebb hemoglobin; 5 imosM
puffer) és a pink ghost (19, hemoglobin; 30 imosM puffer (toluolos feltaras
utani ,,rezidualis” membrian enzimaktivitasat, és megallapitotta, hogy mig a
G3PD és aldolaz aktivitasai egyforman magasak mindkét készitményben, a
PGK és PK aktivitasa csak toluol utdn magas; a fehér ghostban ezek rejtve
vannak.

DucHoN és COLLIER szerint (9) a laza és szoros kotésti csoportokban is
részben maszkirozva vannak az enzimek. Ezt ,,Cryptic Enzyme Acticity”-
nak nevezik. Valéban, toluolos extrakcié utan megné aktivitasuk az oldatban,
bar lehet, hogy ez csak a membran belsejének jobb hozzaférhetisége miatt
adédik.

A PK mély elrejtettsége a membranban alatimasztja PARKER és HoFF-
MANN (29), valamint SCHRIER (37) azon elképzelését, hogy a PK fontos a memb-
ran ATP-szintje szempontjabél.

A glikolitikus enzimek elrendezddését TiLLMANN a kovetkezd képen
képzeli (2. abra). A nagyobbik része lazan asszocial a belsd feliilethez iigy, mint
a hemoglobin és 30 imosM pufferrel kioldhaté. A masik rész szorosan ,,el-
temetve” van kétve és toluollal, vagy még alacsonyabb ionerdvel (5 imosM
puffer) oldhaté. Ilyen a G3PD, aldolaz, PK, PGK. Ezek nagy mennyiségben
vannak jelen a rezidualis membranokban, mechanikai feltaras utan. Az, hogy
G3PD és aldolaz kimutathaték a fehér ghostokban azt mutatja, hogy ezek
inkabb a sejt belseje felé iranyulnak, mint a PK és PGK. PK intermedier
helyzet: kis aktivitas mérhets a fehér ghostban is.
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2. dbra. Néhany enzim elrendez6dése a vordsvérsejt membranban. (Sematikusan abrazolva
TizzmanNy W. (35) alapjan)
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Igy igazoltdk egy sor ,,markerrGl’’, hogy a membrin melyik oldalan
talalhaté. A kiilsG félen 1évGk csak az intakt sejten és a ,,right side out” veziku-
lumon reagaltak, mig a bels6n levék az ,,inside out” vezikulumon.

Ezek a vizsgdlatok azt is megmutattdk, hogy a 3. zéna és glikoforin
aszimmetrikusan hatolnak 4t a membréanon. Szénhidratrésziik és pl. a glikoforin
N-terminélisa csak a kiilsg feliilleten hozzaférhet§ a laktoperoxidazos jodozas
részére, mig méas részek (pl. a glikoforin C terminalisa) csak a belsé oldalon.
A belsd oldalon valé jelenlétiiket igazolja a kiforditott membran proteolizise is,
amely eltér a normalisétél, de mindkét esetben érinti a két komponenst (39).

A 3. zéna pl. tripszin vészére csak ,,inside out” esetben hozzaférhetd és
hasonléképpen oxidalé szerek hatasara csak ,,inside out” esetben képez diszulfi-
dot, ,,right side out” esetben nem.

A 3. zéna citoplazma felgli oldalon valé eléfordulasat igazolja az is, hogy
a G3PD kotés és a foszforilacidé részére csak itt vannak kothelyei (18, 54).
A szénhidrat résznek a kiilsg feliileten valé elhelyezkedését igazolja az is, hogy
,inside out” vezikulumban rezisztens a szialidaz, galaktozoxidaz és egyes
proteazok hatasaval szemben (17). Az 6sszes major polipeptid tehat vagy egyik,
vagy masik oldalon fordul els. A két f6 glikoprotein athatol a membranon,
cukorrésziikkel kifelé. A glikoproteinek aszimetrikus penetraciéja azt a lehetd-
séget veti fel, hogy ezek hidroféb résziikkkel szorosan kétédnek a lipidekhez,
masrészt, mint transzmembran komponensek alkalmasak transzport folyama-
tok lebonyolitasara.

Az egyes membranfehérjék lokalizaciéjara és mas komponensekkel valé
kapcsolatara j6 felvilagositast nyijt az izolaldsara alkalmas mdédszer.

Egyes glikolitikus enzimek, valamint a hemoglobin hig séoldatokban
nem specifikus elektrosztatikus erékkel adszorbealédnak a membranra.
Az ioner$ novelésével ezek leoldhatik (45). Ide tartozik azonban a specifikusan
kot6ds G3PD is, (6. zéna), amely a 3. zénan keresztiil specifikusan kotddik a
membréan citoplazma feloli oldaldra. Alacsony ionerd, enyhén alkalikus kozeg
és kiilonosen kelat-képzdk jelenlétében az 1,2,5, komponensek szelektiven ki-
oldédnak. Ezek a spektrin alkotérészei és a belsd oldal fibrillaris anyagat al-
kotjak, mivel kiold4asukkor ez a fibrillaris szerkezet elt{inik, masrészt az oldott
spektrin az ionerd névelésével ismét fibrillarissa alakul (22).

Fehérje denaturalé (perturbald) szerek hatasara egy sor membranfehérje
kioldédik, csak a lipidhez, szénhidrathoz kétottek nem (3, 7 4,5 és a teljes
PAS profil). Ezek guanidin HCL, 0,1 N NaOH ill. HCl, maleinsavanhidrid és
PCMB) segitségével a membranfehérjék kb. felét fel lehet oldani, digymint
1,2;2,1; 2,25 2,3; 4,1; 4,2; 5; 6; komponensek) amib§l 1,2,5 és 6 mar egyszertien
az ioners novelésével is kioldédik (42). Ez azt jelenti, hogy a membranfehérjék
nem glikoszilalt fele helyspecifikusan kotott, amely kotés a denaturals agens
hatasara felbomlik. Az 6sszes idetartozé fehérje perifériasan helyezkedik el,
nem hatol be a lipidrétegbe és mind a citoplazma feléli oldalon van.
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Ezzel szemben a glikoproteinek, amelyek mélyen lehorgonyoztak a lipid
régiokba, nem oldédnak ilyen médon ki. Az egyetlen komponens, amely nem
oldédik a denaturalé szerekkel és mégis a citoplazma fel8li részen van a 7; az
6sszes tobbi rezisztens komponens a kiilsé felszinen van, ill. hozzaférhetd ott.

Az eddigiekben rezisztensnek mutatkozé komponenseket (PAS profil
és 3. zéna), nem ionos detergensekkel lehet feloldani, amelyek a lipiddel deter-
gens komplexet (micellat) képeznek és igy a protein-lipid apolaros kotéseket
megsziintetik anélkiil, hogy a protein konforméciét vagy asszocidciét meg-
valtoztatnak (Triton.X100), (52).

A PAS fest5d6 komponenseken és 3. zénan kiviil a 4,2 és 6 komponensek
is kioldédnak igy, a foszfolipidok felével egyiitt. Oldhatatlanul maradnak az
1;2;4,1; 5 és 7T komponensek és megmarad a ghost-szert alak.

Ez a filamentéris matrix valészintileg a spektrin, mert: legalabb a fele
az Osszfehérjének, mésrészt nincs ilyen maradék ha 1,2 és 5 komponenseket
el6bb kioldjuk. A filamentaris szerkezet a spektrin sajatja.

A 3;4,2; és 6 komponensek mindig megtartjak tritonos kiézeghen speci-
tetramer, amely G3PD aktiv. Az 6sszes 6. z6éna mobilitdsi polipeptid
specifikusan és kooperativan kotddik a 3. zénédhoz (2 G3PD tetramer) ennek
dimer alakjaban. A 4,2 szintén tetramer és 270 ezer molekulasilyd a tritonos
oldatban csak vigy, mint a ghostban (53), szorosan kotddik a 3. zéndhoz, ezzel
egyiitt preparalhatd és tisztithat6, hacsak nem valasztjak el denaturacival
hamarabb.

A membranban valéban jelenlevd asszociaciék vizsgalatara a legmeg-
felelgbb in situ lathatéva tenni elektronmikroszképosan a megfelels fehérjéket.
A ferritinnel jelzett antitestek kolloidalis vashidroxid kotése igen alkalmas erre
a célra. Ijjabb hasznos informéciokat nyudjtott ezen a téren a ,freeze etch”
technika, amelynek segitségével a membran strukturalis diszkontinuitasait
ismerték fel, amelyeket membranba ékelt részecskéknek (membrane inter-
calated particles) neveztek el. Ghostonként kb. 500 ezer db. észlelhetd, at-
mérgjiik kb. 80 A (48). Friss membranban rendezetlenek és nem bizonyitott,
hogy valéban képesek-e elmozdulni, vagy sem.

Fehér ghostokban enzimekkel val6 kezelés hatasara, vagy pH és ionerd
(pH 5,5 mM CaCl, 8 mM foszfat) valtoztatasara ezek a részecskék aggregalnak
tgy, hogy az lehet egy megindulé mozgas is, de lehet, hogy az eredeti mozgas
rendez6dik csak. Ezekhez a részecskékhez tarsulnak az antigének, a lektin stb.
kot6helyek valamint savas esoportok (32). Ez a rajuk kotott, jelzett szubsztrat
aggregaciébdl kovetkezik. Ezekbél a tulajdonsagokbél kideriil, hogy a memb-
ranba ékelt részecskék egy glikoforint tartalmaznak darabonként, mert ez
hordozza a fenti tulajdonsagokat. Masrészt a glikoforin, kiilonésen a hidroféb
része nem elég nagy ahhoz, hogy egymaga alkothassa a részecskéket. Feltételez-

.....
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Az, hogy ezek tényleg asszocialva vannak-e, vagy csak az agglomeraciékor
jonnek létre, még nem tisztazott. A 3. zéna egymaga is alkothatna a membran-
ba ékelt részecskét, valamint atmérgben is megfelel ennek.

A 3. zbéna részvételét a membranba ékelt részecskékben NicorLson és
mtsai (32, 27) igazoltik legiijabban. Annak alapjan, hogy a 3. zéna tartalmazza
a membran konkanavalin A kétGhelyet, ferritinnel kapesolt konkanavalin
A-val reagaltattak a vordsvérsejteket, majd ghostot készitettek bel6liik.
A ghostot pH 5,5-nél. 1 mM CaCl, jelenlétében reagaltatva a részecskék aggre-
gacidjat idézték els. A ferritin-konkanavalin A jelolés a membranba ékelt
részecskék régidja felett kovetkezett be és ugyanolyan kontinuus haléban
aggregalt, mint ezek. A jel6l6dést olyan részeken, amelyek nem tartalmaznak
membranba ékelt részecskéket nem észlelték. A ferritin-konkanavalin A jelzett
membrant alfa-metil-D-glukopiranoziddal kezelve az osszes jel6lgdés lehasit-
haté. A J?5 konkanavalin A kétGhelyek szama megegyezik a membranba ékelt
részecskék szamaval. Ezek alapjan a membranba ékelt részecske, valéban oli-
gomer struktira, amelyben legaldbb egy 3 komponens és egy glikoforin van
jelen. A 3. zéna dimerjeinek szama egyezik a membranba ékelt részecskék ill.
a konkanavalin A kot6helyek szamaval is.

Mi az ami helyén tartja a megfeleld funkcionalis fehérje komponenseket
a folyékony membranban? Hiszen a korabbi sejtfuziés kisérletek kimutattak,
hogy testh6mérsékleten a fehérjék (két sejt kiilonb6zé antigénjei) rovidesen
random eloszlast vesznek fel. Minthogy a membréanba ékelt részecske maga is
képes elmozdulni laterialisan, kérdés, hogy egyaltalan létezik-e vagy csak
mozgas kézben keletkezik?

A szupramolekularis szervezddés kiillonb6zd formai ismertek, és ezek
rendezetten helyezkednek el a membranban. Pl. mitokondrium bels6 membran-
ban szinte mindegyik fehérje 6t komplex valamelyikéhez kot6dik: négy ame-
lyik az elektron transzferben vesz részt és az 6todik az ATP szintézisben. A vé-
rosvérsejthben valészintileg az intrinsic és extrinsic fehérjék kolesonhatasa az,
ami az egységet létrehozza. Ezt a kolesonhatast alig egy éve igazoltak, elsG-
sorban Nicorson kisérletei.

Nicorson és mtsai (27) kimutatta, hogy a spektrin direkt kolesénhatas-
ban van a szialoglikoproteinnel. Antispektrinnel reagaltatott ghostokban ki-
mutatta, hogy meggyorsult a szialsavhoz k6t6dé kolloid vashidroxid eloszlas-
hoz vezet§ mozgasa, ami arra mutat, hogy spektrin konformacié valtozasa at-
tevddik a feliiletre és a glikoforint is mozgasba hozza.

Hasonl6képpen ELGSAETER és BRaMTON (10) a ghostokat alacsony ionerd
mellett enyhén alkalikus kézegben kezelve (ami a spektrin szerkezetét modi-
fikalja) a membranba ékelt partikulumok mozgasanak gyorsulasat volt képes
el6idézni (a megfelel§ ionerd és alacsony pH mellett).

Lektineknek a felszinre valé kot6désével a spektrin reorganizaciéjat
sikeriilt elGsegiteni, amit a spektrinnek a belsd felilleten mutatott megnéveke-
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dett reakcioképességével igazoltak. Tehat a glikoforin kétéshe lépése is vissza-
hat a spektrinre.

A fenti kisérletek alapjan a kovetkezd szerkezetet tételezik fel a membran-
ba ékelt részecskékre, amely egyben funkcionalis egység is és mint ilyet perme-
afornak nevezik el (32) (3. abra). Ez venne részt a kiilonféle lektinek antigén-
jének kotésében és a transzmembran funkciéban, amelyeket a 3. komponens-
(ek)-re és a glikoforinra mar leirtak. Igy pl. ez foglalnd magiban a Mg*+
dependens K+ Na* stimulalé ATPazt (1), a membran foszforilalt intermedier-
jét, a glukéz és anion transzport helyét (4). St e részecske preferalt helye lehet
a viz szublimaciénak is alacsony héfokon (32). Ezeknek a funkciéknak a per-
meafor azért képes eleget tenni, mert amfipatikus, mert keresztiilhatol az apo-
laris régiékon és polaris kontaktusban van a kiils§ és belsg feliilet hidrofil
komponenseivel.

Ugyanezt térben abrazolva és a 3. komponens dimenziéjanak figyelembe
vételével lathatjuk CAPALDI modelljén (5) is (4. abra).

3. @bra. A ,,permeafor” (PiNTO DE SYLVA P. (45) modellje GP = glicoprotein, Sp = spektrin,
IIT = 3. komponens

Valamivel komplexebb képet ad a funkcionalis elrendezés igénye nélkiil
StEck abraja (40) (5. abra), amely az egyes membranfehérje komponensek
lokalizaciéjat kivanja szemléltetni. Itt 9—10 polipeptid van feltiintetve, a
membranfehérjék kb. 809,-a, fiiggetleniil mennyiségiikt6l, méretiiktdl és tulaj-
donsagaiktél. Mindegyik polipeptid vagy egyik, vagy masik oldalon van. A két
athatold polipeptid aszimmetrikusan helyezkedik el a szénhidrat résszel kifelé.
Az bsszes kiilsG feliileten levs fehérje le van horgonyozva a hidroféb kettds-
rétegbe. A belsg feliilleten levék viszont lazdbban asszocialédtak, feltehetGen
specifikus helyeken. Oligomerek képzGdését sajat és mas polipeptidekkel
szintén figyelembe veszi.
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4. dbra. A lipid kettddrétegen athatolé membréinfehérjék modellje [CaAPAaLDI R. A. (53)]
a. glikoforin, b. = 3. komponens, c. = spektrin

Amennyire tudjuk, az 8sszes szénhidrat a feliileten van, sGt az osszes
feliileti fehérjének van szénhidrat komponense, igyhogy pl. az acetilkolineszte-
raz esetén is felvetddik, hogy tartalmaz-e szénhidratot. Kérdés az is, hogy a
vorosvérsejt Nat K+ ATPaznak van-e a kiilsé feliiletén szénhidrat része (ahol
az ouabaint kéti), mert viszont a nem glikoszilalt része, (amely foszforilalédik)
a belsd felszinen mutathaté ki. Az eddigiekbdl mindenesetre tigy tinik, hogy
altalanos az a megfigyelés, amely szerint a kiils§ feliilet fehérjéi tartalmaznak
szénhidratot, mig a bels6k nem.

A membran éles aszimmetriaja funkcionalisan is fontos. A kiilsg feliilet
enzimjei az egész organizmus felé mikiodnek, mig a belsé feliileten levék a sejt
intakt allapotat (homeosztazis) tartjak fenn. Az el6zére példa az acetilkolinesz-
terdz, amely a neurotranszmittereket bontja, vagy a NADaz, amely a per-

KULSO

BELSO

5. dbra. A vorosvérsejt membran fehérjéinek elrendezddése. [StEck G. (51)]
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meabilis molekuldkka alakiija az impermeabilis nukleotidokat (7). A belsé
felilleten levé G3PD viszont az alkali ion transzport és a glikolizis sebességének
osszekapcsolasaban vesz részt. Ez a kapcsolat ui. az ADP pool-on alapszik,
amelynek szabilyozasat a foszfogliceratkinaz végzi. A PGK aktivitasat viszont
a G3PD befolyasolja azzal, hogy eltavolitja a PGK produktumat a difoszfogli-
ceratot.

A fentieket osszefoglalva ma mar szamos adat all rendelkezésiinkre, a
vorésvérsejt membranrél, nemcsak 6sszetételét, hanem az egyes osszetevik
struktirava rendezddését és e struktira mikodését illetden is. Noha voros-
vérsejt membranra vonatkozé adatok nem altalanosithaték teljes egésziikben
a plazma membranokra, mégis szdmos informéciét és dtmutatast adnak a
tobbi biolégiai membranok felismerésére és miikodésére vonatkozéan.
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