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Az állati sejteket körülvevő plazmamembrán kémiai szerkezete, élettani 
és biokémiai szerepe és működése a biológiai tudományok egyik alapvető, 
napjainkban kiterjedten tanulmányozott kérdése. Mélyreható vizsgálatának 
előfeltétele olyan eljárások kidolgozása, amelyek segítségével nagytisztaságú, 
a sejt intracelluláris membránjaitól lehetőleg mentes plazmamembránokat 
lehet izolálni. Referátumunk e módszerekről kíván, a teljesség igénye nélkül, 
rövid irodalmi összefoglalást adni. Megírásánál részben korábbi összefoglaló 
művekre ( D E P I E R R E és K A R N O V S Z K Y ( 1 9 7 3 ) , S T E C K ( 1 9 7 2 ) , S T E C K és W A L L A C H 

( 1 9 7 0 ) , W A L L A C H ( 1 9 7 3 ) , W A L L A C H é s L I N ( 1 9 7 3 ) , W A R R E N é s GLICK ( 1 9 7 1 ) , 

részben az eredeti, ill. újabban megjelent közleményekre támaszkodtunk. A fel-
dolgozott irodalmi adatokat válogatnunk kellett. Kizárólag a gerincesek (túl-
nyomórészt emlősök, ill. csirke) szerveiből, embrionális szövetből, valamint 
ép és tumor szövettenyészetekből származó sejtek plazmamembránjával fog-
lalkozunk. A vér alakos elemeit nem tárgyaljuk, ezekről e kötet más helyén 
olvashatunk (SZÁSZ ( 1 9 7 8 ) , H A S I T Z ( 1 9 7 8 ) , H A R S Á N Y I ( 1 9 7 8 ) ). Más szervek 
esetén figyelembe vettük B E N E D E C Z K Y ( 1 9 7 8 ) , N A G Y ( 1 9 7 8 ) , J oó és K A R N U S H -

I N A ( 1 9 7 8 ) , valamint H R A B Á K és SZAMEL ( 1 9 7 8 ) csatlakozó munkáit. 
A referátum összeállításához felhasznált közlemények megjelenésének 

a naptári évek szerinti eloszlásából (1. ábra) megállapíthatjuk, hogy azok a 
cikkek, amelyek a plazmamembránok izolálására új eljárást, vagy lényeges 
módosítást közölnek, zömben a 70-es években jelentek meg. Ez időben egybe-
esik a sűrúséggrádiens centrifugálási technika és az ehhez szükséges műszerezett-
ség elterjedésével. 

A plazmamembránok előállítására szolgáló teendőket négy csoportra 
oszthatjuk: 
(1) a preparálás alapját képező sejtek nyerése, 
(2) a sejtek roncsolása, 
(3) a plazmamembrán elválasztása és tisztítása, 
(4) a plazmamembrán analitikai azonosítása. 

Az egyes műveletek elvét néhány mondatban össze lehet foglalni. A meto-
dikai cikkek ennek ellenére nagy számát a kisebb-nagyobb módosítások adják . 
Ennek csak részben oka a különböző laboratóriumok eltérő technikai fel-
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1. ábra. A referátum összeállításához felhasznált, a plazmamembránok izolálásával és azonosí-
tásával foglalkozó közlemények eloszlása a naptári é v e k szerint 

szereltsége. Egy adott szervre kidolgozott izolálási módszert rendszerint csak 
megfelelő változtatásokkal lehet más szerv esetén alkalmazni. Különböző fajú 
állatok azonos szerveiből sem mindig sikerül ugyanazzal az eljárással megfelelő 
mennyiségű és tisztaságii plazmamembránt nyerni. A ku ta tók laboratóriumi 
tapasztalatát, találékonyságát és újítási kedvét szintén nem lehet figyelmen 
kívül hagyni. A közlemények nem eléggé szabatosan leírt metodikai részlete 
ugyancsak indítékai újabb módosításoknak. 

A sokféle módosítás természetesen megnehezíti a közölt eredmények 
összehasonlítását, az adatok egyeztetését. Kevés olyan cikk jelent meg, amely 
több különböző módszerrel izolált plazmamembrán vizsgálatáról számolna be, 
ill. összehasonlító adatokkal támasztaná alá egyik, vagy másik preparatív el-
járás előnyeit (LAUTER és mtsai ( 1 9 7 2 ) , I S R A E L és mtsai ( 1 9 7 3 ) , SHIN és CAR-

RAWAY ( 1 9 7 3 ) , WALLACH é s L I N ( 1 9 7 3 ) ) . 

1. A sejtek izolálása 

A különböző szervek, szövetek anatómiai felépítésének ismeretében 
szükségtelen bizonygatni, hogy az elroncsolásukkal nyert homogenátum több-
féle sejt alkotóelemeit tartalmazza. A máj nemcsak hepatocitákból áll, lianem 
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a RES-hez tartozó Kupffer-sejteket is tartalmaz. Azonban a májsejtek között 
is más az egymással érintkező, vagy a vér-sinusok, ill. az epekapillárisok felé 
eső sejtfelszínek biokémiai szerkezete ( W I S H E R és E V A N S ( 1 9 7 5 ) ). A vese glo-
merulusok és tubulusok sejtjeinek eltérő élettani szerepe a plazmamembrán-
juk különbözőségében is megmutatkozik ( K I N N E és mtsai ( 1 9 7 1 ) , B U S S E és 
S T E I N M A I E R ( 1 9 7 4 ) ). A felszívódásban fontos szerepet játszó vékonybél nyálka-
hártya hengerhámjának „polaritása" a lumen felé eső kefeszegély, ill. a baso-
lateralis plazmamembrán minőségileg eltérő enzimaktivitásaiból is nyilvánvaló 
( E U J I T A és mtsai ( 1 9 7 2 ) , M U R E R és mtsai. ( 1 9 7 4 ) , Q U I G L E Y és G O T T E R E R ( 1 9 6 9 ) . 

Amikor tehát egy sejtet borító plazmamembrán jól meghatározott területei 
között biokémiai módszerekkel különbségeket állapíthatunk meg, jogos az a 
kívánság, hogy a preparálás előtt minél homogénabb sejtpopuláció álljon ren-
delkezésre. 

A szerv in situ átáramoltatásával a vér alakos elemeinek nem elhanyagol-
ható szennyeződésétől szabadíthatjuk meg készítményünket. Biokémiai labo-
ratóriumokban meglepően ritkán élnek ezzel a lehetőséggel. 

A különböző típusú sejtek izolálása céljából mindenek előtt a sejt-sejt 
kapcsolatot kell megszüntetni. Az ún. tömör szövetek esetén erre kíméletesen 
végzett pépesítést, szitákon való átpréselést, fehérje- ill. poliszaharidbontó 
enzimes emésztést alkalmaznak. Üreges szervek epithel sej t jei t mechanikus 
( L E V I N E és W E I N T R A U B ( 1 9 7 0 ) ), kémiai -)- mechanikus ( M U R E R és mtsai 
( 1 9 7 4 ) ), ill. kémiai ( C H L A P O W S K I és mtsai ( 1 9 7 2 ) , H I C K S és K E T T E R E R ( 1 9 7 0 ) ) 

dezintegrálással lehet leválasztani. 
A szöveti kötelékből fellazított sejtek elkülönítésére a sejtek térfogata 

(mérete), sűrűsége, felszíni elektromos töltése, ill. specifikus felszíni receptorai, 
valamint specifikus festődési tulajdonságai nyújtanak lehetőséget. A sejtek el-
választására szolgáló technikai megoldások (lásd: W A L L A C H és L I N ( 1 9 7 3 ) ) 

közül a legáltalánosabban a különböző polimérek oldatában végzett centrifugá-
lások terjedtek el. A sejtek szuszpendálására ill. centrifugálására izoozmotikus 
(tehát a sejteket lehetőleg nem károsító), nagy fajsúlyú természetes (szérum 
albumin, dextrán) ill. mesterséges (Ficoll = szaharóz polimér, polivinil-pir-
rolidon, kolloid kovasav) makromolekulákat tartalmazó oldatokat használnak. 
Az oldatok sűrűsége vagy homogén, vagy folyamatosan ill. szakaszosan változó 
(grádiens). Előbbi esetben differenciálcentrifugálással, utóbbiakban egyen-
súlyi centrifugálással választják el a különböző sejteket. Ezek sűrűségük sze-
rint vagy leülepednek, vagy az oldat felszínére szállnak, vagy a megfelelő 
sűrűségű rétegben (folyamatos sűrűséggrádiens esetén), ill. két különböző sűrű-
ségű oldat határán (szakaszos sűrűséggrádiens esetén) gyűlnek össze. 

Két, egymással nem keveredő vizes poliméroldatban (polietilénglikol -(-
dextrán) végzett centrifugáláskor ugyancsak a fázishatárra rétegződnek a sej-
tek. Ilymódon történő szétválasztásukban elsősorban felületi feszültségük ját-
szik szerepet. 
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Az egymással nem elegyedő nem-vizes oldatokban történő sejtelválasztás-
nak viszont a sejtek sűrűségén kívül azok felületi feszültsége és töltése is alap-
ját képezi. 

Amíg megfelelő centrifugálásokkal a legkülönbözőbb szervek és szövetek 
sejtjeit el lehet különíteni, addig az egyéb technikai megoldásokat rendszerint 
egy-egy sejttípus izolálására dolgozták ki és alkalmazzák. Az érthető nagy 
gyakorlati jelentősége mia t t , különösen a limfociták izolálására és különböző 
típusaik elválasztására fejlesztettek ki elektroforézisen (ZEILLER és mtsai 
( 1 9 7 2 ) , Z E I L L E R és D O L A N ( 1 9 7 2 ) , N O R D L I N G és mtsai ( 1 9 7 2 ) , K O L I N ( 1 9 6 5 ) , 

K O L I N és L Ü N E R ( 1 9 6 9 ) , H A N N I G ( 1 9 6 9 ) ), vizes polimérekben végrehajtott 
ellenáramú extrakción alapuló ( A L B E R T S O N ( 1 9 7 0 ) , B R U N E T T E és mtsai ( 1 9 6 8 ) , 

W A L T E R és mtsai ( 1 9 6 9 ) ), valamint specifikus adszorpciós oszlopon, vagy hálón 
megvalósított módszereket ( W I G Z E L L és A N D E R S O N ( 1 9 7 1 ) , CAMPBELL és G R E Y 

( 1 9 7 2 ) , E D E L M A N és mtsai ( 1 9 7 1 ) . Említésre méltók a kalibrált üvegoszlopokon 
történő szűrési technikák (SHORTMAN ( 1 9 6 9 ) ), valamint A nem-specifikus 
adszorpciót felhasználó eljárások (üveg: J O H N S O N és G A R V I N ( 1 9 5 9 ) , G A R V I N 

( 1 9 6 1 ) , pamut : CZERSKI és mtsai ( 1 9 6 6 ) , nylon: O P P E N H E I M és mtsai ( 1 9 6 8 ) ) . 

Alkalmazásuk főleg a vér alakos elemeinek szétválasztására terjed ki. 
Az automatikus, elektronikus vezérlésű sejtválogató készülékek a jövő 

ígéretei. Jelenlegi teljesítményük még korlátozott. A sejtek megkülönböz-
tetésére szolgáló jelet a sejtek térfogata ( F U L W Y L E R és mtsai ( 1 9 6 9 ) , V A N D I L L A 

és mtsai ( 1 9 6 7 ) ) , ultraibolya fényelnyelése ( K A M E N T S K Y és M E L A M E D ( 1 9 6 7 ) ) , 

vagy specifikus fluoreszcenciája ( J U L I U S és mtsai ( 1 9 7 2 ) , B O N N E R és mtsai 
( 1 9 7 2 ) ) szolgáltatja. 

Miközben figyelmünk, igyekezetünk arra irányul, hogy a plazmamembrán 
izolálást minél egységesebb sejtfrakcióból kezdjük el, a sejtek szöveti egységé-
nek számos olyan körülményét változtatjuk meg, amelyek szükségszerűen 
a plazmamembrán módosulásához vezetnek ( W A L L A C H és L I N ( 1 9 7 3 ) ). A sej-
teket elválasztásuk alat t /után nagyobb О,- és kisebb C02-tenzió veszi körül, 
mint a szöveti kötelékben. Az ionösszetétel, az ionerősség, a pH változása 
ugyanúgy nem közömbös a sejtet borító plazmamembránja szempontjából, 
mint a hirtelen lehűtés, vagy az a tény, hogy kikerül a különböző metabolitok, 
hormonok és egyéb szabályozó anyagok ellenőrzése alól. A sejtek izolálására 
alkalmazott fehérje- és poliszaharid-bontó enzimek a plazmamembrán szer-
kezetében is nyomot hagynak. Mindezek olyan hatások, amelyekre az izolált 
plazmamembránokkal végzett kísérletek eredményeinek értékelésénél és ér-
telmezésénél nagyobb gondot kellene fordítani. 

2. A sejtek roncsolása 

A plazmamembrán felépítésének bármelyik modelljét fogadjuk is el, 
egyben mind megegyezik egymással: a membrán szerkezete nem homogén. 
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Izolálásához nélkülözhetetlen a roncsolása. A roncsolás mértéke azonban— 
éppen a szerkezete heterogenitása következtében — a preparálás végén nyert 
készítményben kvalitatív különbségeket okoz. Ezért a sejtek roncsolását a 
membránizolálási eljárások legkritikusabb (és egyben legkevésbé pontosan 
meghatározott) lépésének tekinthetjük. 

Ha a sejtek szubcelluláris komponensei izolálására használt eljárások 
történeti fejlődésén végigtekintünk, magyarázatot találunk arra, hogy miért 
olyan későn, a magok, a mitokondriumok, a mikroszómák, a szekréciós gra-
nulumok, a lizoszomák izolálásának kidolgozása után került csak sor a plazma-
membránok elválasztására. A felsorolt alkotórészek kinyerése általában gon-
dosan izoozmotikus, vagy enyhén hiperozmotikus nem-elektrolit oldatokban 
feltárt sejtekből differenciálcentrifugálással történt. A szakaszos ill. a folya-
matos sűrűséggrádiens centrifugáláson, mint technikai újdonságon kívül 
arra a szemléleti változásra is szükség volt, hogy a kutatók csak a plazma-
membránt akarják a sejtekből izolálni és lemondjanak az egyéb alkotórészek 
egyidejű kinyeréséről. Az első eredményes plazmamembrán-izolálást az tette 
lehetővé, hogy a sejteket ozmotikus shokkal roncsolták. 

W A L L A C H és L I N ( 1 9 7 3 ) referátumában még említi, de már nem ajánlja 
a sejtek hipotóniás feltárását. Ezt kiszorították az izoozmotikus oldatokban 
végrehajtott sejtroncsolások. Azonban ismét szerephez jutott , amikor az izo-
ozmotikusan leülepített nyers szubcelluláris frakció (mag, mitokondrium, 
mikroszóma) ozmotikus shockja vezeti be a plazmamembrán leválasztását 
belőle. 

Mind a hipoozmotikus, mind az izoozmotikus sejtfeltárás elengedhetetlen 
része a homogenizálás. Kulcsfontosságú szerepére utal, hogy akár a kézzel mű-
ködtetett Dounce-féle, akár a motorral hajtott Potter—Elvehjem-féle homo-
genizátort használják is, több-kevesebb szabatossággal felhívják a figyelmet a 
homogenizátor lazaságára (esetleg pontos rés-méretét (clearance) is megadják), 
a fordulatszámra, a függőleges löketek számára és egy-egy homogenizálás idő-
tar tamára . 

A klasszikus, nyíróerőn alapuló, mechanikus homogenizáláson kívül 
eredményes sejtfeltárást ér el az ún. intracelluláris nitrogén-kavitás módszer 
( S T E C K é s W A L L A C H ( 1 9 7 0 ) , H U N T E R é s C O M M E R F O R D ( 1 9 6 1 ) , W A L L A C H é s 

K A M A T ( 1 9 6 6 ) ). Ennek az a lényege, hogy a feltárandó szövetet, sejtszuszpen-
ziót 6 0 — 8 0 at. nyomáson egyensúlyba hozzák nitrogénnel, majd óvatosan 
visszaállítják (minimális folyadék nyíróerőt engedélyezve) az eredeti nyomás-
viszonyokat. A sejt szubcelluláris alkotórészei (mitokondriumok, lizoszomák, 
durvafelszínű endoplazmás retikulum) általában sértetlenek maradnak, a 
plazmamembrán azonban -— rendszerint túl apró vezikulumok képződése 
közben — széttöredezik. 

Hasonló hatással van a plazmamembránra az ultrahanggal történő sejt-
roncsolás is ( M A C K E N Z I E és M I L L A N ( 1 9 7 2 ) ). Hátránya, hogy ellentétben az 
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intracelluláris nitrogénkavitás módszerrel, nagy lokális hőfejlődéssel és nagy-
mennyiségű szabad gyök felszabadulásával jár és valamennyi szubcelluláris 
membrán molekuláris károsodását is okozza. 

A plazmamembrán szerkezetének megbontása labilis helyzetet teremt, 
amely az ismét stabilis plazmamembrán vezikulumok kialakulásához vezet. 
Minél nagyobb mértékű károsodás érte a sejt roncsolásakor a plazmamembránt, 
annál kisebb méretűek lesznek a vezikulumok, amelyek között normális (right 
side out) és kifordult (inside out) szerkezetűek egyaránt előfordulnak. Ez a 
magyarázata annak, hogy a plazmamembrán izolálása során olyan nagy jelen-
tőséget tulajdonítanak a kíméletes homogenizálásnak. Mindezeknek az empi-
rikus tanácsoknak azonban hiányzik az exakt kísérletes alapja. N O V I K O F F 

(1960) klasszikus vizsgálatán kívül senki sem ellenőrizte elektronmikroszkóp-
pal a különféle homogenizálás sejtroncsoló hatásait. 

Izolált sejtek membránját stabilizálni lehet a vezikulaképződéssel szem-
ben. Ilyenkor a plazmamembránt egyetlen szerkezeti egységként, kisebb-
nagyobb lemezek alakjában nyerik. Ez elérhető a sejtek ZnCl2-os ( P E R D U E és 
S N E I D E R (1970), W A R R E N és mtsai (1966), B R U N E T T E és T I L L (1971) ), fluoresz-
cein-Hg-acetátos ( W A R R E N és mtsai (1966), H I C K S és K E T T E R E R (1971), SCHER 

és B A R L A N D (1972) ), ill. glutáraldehides ( N A C H M A N és mtsai (1971) ) előkezelé-
sével. Hasonlóképpen plazmamembrán lemezek leválását eredményezi, ha pl. 
patkány húgyhólyagját tioglikolát oldattal töltik fel ( C H L A P O W S K I és mtsai 
(1972) ). A HeLa sejteket borító membrán ezzel szemben eléggé rugalmasnak 
bizonyul ahhoz, hogy előzetes stabilizálás nélkül is plazmamembrán lemezeket 
lehessen belőle nyerni (Bosmann és mtsai (1968) ). 

3. A plazmamembrán elválasztása és tisztítása 

A plazmamembrán elválasztása és további tisztítása a sejtek elroncsolá-
sával nyert homogenátumból lényegében hasonló elvek alapján történik, mint 
a sejtek előzetes izolálása. A sejt szerkezetének felbomlása azonban nemcsak 
az intracelluláris kapcsolatok megszűnését eredményezi, hanem számos új, 
nem-specifikus kölcsönhatás kialakulásához is vezet. Ezek részben gátolják, 
részben azonban — tudatosan idézve elő őket — elősegíthetik a plazmamembrá-
nok izolálását. így pl. 1—2 mM Ca2+ alkalmazása a hipoozmotikus homogeni-
záló oldatban, ill. szaharóz hozzáadása ( J O H N S E N és mtsai. ( 1 9 7 4 ) , B U S S E és 
S T E I N M A I E R ( 1 9 7 4 ) ) a magok gélesedését hivatott meggátolni ( B E R M A N és 
mtsai ( 1 9 6 9 ) , E M M E L O T és Bos ( 1 9 6 9 ) , R A Y ( 1 9 7 0 ) ). A homogenátum 2 0 - 1 0 0 -

szoros meghígítása A homogenizáló médiummal ( R A Y ) ( 1 9 7 0 ) , N E V I L L E ( 1 9 6 0 , 

1 9 6 8 ) ), ismételt kezelése MgCl2-dal ( B O O T H és K E N N Y ( 1 9 7 4 ) ) a könnyebb el-
választást célozza. A homogenátum néhány száz g-s felülúszójában is lehet a 
plazmamembránokat ZnCl2-os kezeléssel stabilizálni ( I S R A E L és mtsai ( 1 9 7 3 ) ) , 
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ill. adenilsav -j- P b ( N 0 3 ) 2 hozzáadásával gyors ülepedésre bírni ( R Y A N és 
SMITH ( 1 9 7 1 ) ) . 

A plazmamembránok izolálására legáltalánosabban a differenciálcentri-
fugálást, a sűrűséggrádiens centrifugálást, („rate zonal" centrifugálás: S T E C K 

( 1 9 7 2 ) , különböző sűrűség egyensúlyi ultracentrifugálások: STECK és W A L L A C H 

( 1 9 7 0 ) , S T E C K és mtsai ( 1 9 7 0 ) , STECK ( 1 9 7 2 ) ) , ill. a két vizes fázisú polimér-
rendszerben történő centrifugálást ( A L B E R T S O N ( 1 9 7 0 ) , B R U N E T T E és T I L L 

(1971) ) alkalmazzák. Ezek során a szubcelluláris komponensek méretében, 
alakjában, sűrűségében, elektromos töltéssűrűségében, ill. egyéb tulajdonsága-
iban mutatkozó eltéréseket hasznosítják. 

Elektroforézis segítségével ( D A V E N P O R T ( 1 9 6 4 ) , S E L L I N G E R és B O R E N S 

( 1 9 6 9 ) ) nem sikerült megfelelően tiszta membránfrakciót előállítani. 
A izolálandó vazkuláris szerkezetű szubcelluláris partikulák sűrűségének 

perturbációja, aminek révén pl. lizoszomákat, fagoszoma membránokat lehet 
izolálni ( L E I G H T O N és mtsai ( 1 9 6 8 ) ), a plazmamembránok esetén nem vezetett 
kielégítő eredményre. 

A centrifugálási technikák fent említett három főtípusát rendszerint 
egymással kombinálva alkalmazzák. A homogenátum differenciálcentrifugálá-
sával leülepített nyers mag (néhány száz — 1000 g), mitokondrium (1000—2500 
g), ill. mikroszóma (100 000 g) frakciója általában vagy közvetlenül, vagy oz-
motikus shock után, kiindulását képezi a további frakcionálásnak. De izoozmo-
tikus ill. hiperozmotikus teljes homogenátumokat eleve sűrűséggrádiens centri-
fugálással komponenseikre lehet bontani, amelyeket azután utólagos differen-
ciálcentrifugálással nyernek ki és tisztítanak. A sűrűséggrádiens centrifugálásra 
kismolekulasúlyű vegyületek (szaharóz, glicerin) és polimérek (dextrán, Ficoll) 
oldata egyaránt felhasználható. Sűrűségük a centrifugacsőben ill. a zonális 
rotorban folyamatosan, vagy szakaszosan változhat. A grádiens alatt és fölött 
általában egy*egy eltérő sűrűségű záróréteg is elhelyezhető. Az elválasztáshoz 
szükséges centrifugális erő igen változatos: néhány 100-tól több 100 000 g-ig 
terjedhet. A centrifugálás időtartama percektől 16—20 óráig változhat. Centri-
fugálás helyett a szakaszos grádiens vibrálása is biztosíthatja a komponensek 
szétválasztását ( L U T Z és F R I M M E R (1970) ). 

A különböző sűrűséggrádiensek molekulasúlyuk, ill. eltérő penetráló 
képességük alapján egyben ozmotikus grádiensek is lehetnek, amelynek követ-
keztében a zárt vezikulumok duzzadhatnak ill. zsugorodhatnak. Ez akörülmény 
befolyásolhatja, meghatározhatja elmozdulásuk irányát és mértékét a centri-
fugálás alatt. A két, vízben különbözőképpen oldódó polimérrendszer (polietilén 
glikol -f- dextrán) elsősorban felületi tulajdonságaik alapján teszi lehetővé a 
plazmamembránok izolálását. 
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4. A plazmamembrán analitikai azonosítása 

A sejtek izolálása és roncsolása, valamint a plazmamembránok elválasz-
tása és tisztítása során felmerült problémák igazán a készítmény analitikai 
azonosításakor tűnnek elő. Ekkor nemcsak az izolált plazmamembrán frakció 
tisztaságáról, hanem lehetőleg a membránok natív állapotáról is számot kell 
adni. Nem lehet figyelmen kívül hagyni a mennyiségi kitermelés kérdését sem. 
Meggondolandó ugyanis, hogy 10—15%-os kitermelés esetén egy még oly tiszta 
plazmamembrán preparátum mennyire jellemző része a felhasznált szövet 
teljes plazmamembrán tartalmának. Vitatott kérdés, hogy melyek azok az is-
mérvek, amelyek alapján a plazmamembrán azonosítható. Nincs egyetlen, 
jellemző indikátora. Az elektronmikroszkópos ellenőrzés nélkülözhetetlen, 
de önmagában szintén nem elégséges. A preparálás során a különböző eredetű 
membránokból képződött vezikulumok között olykor nem könnyű a plazma-
membránból származókat azonosítani. Kvantitatív vizsgálatok különösen 
nehézkesek elektronmikroszkóp segítségével. Elfogadott gyakorlattá vált , 
hogy komplex morfológiai (elektronmikroszkópos) és biokémiai (analitikai + 

V enzimaktivitás mérés) vizsgálatok nélkül alig jelenik meg ma már membránok-
kal foglalkozó közlemény. 

A plazmamembrán felismerésére, azonosítására elvileg kétféle biokémiai 
lehetőség kínálkozik: 

(a) az izolált készítményben jellemző alkotórészek, enzimaktivitások ki-
mutatása, meghatározása, 

(b) a plazmamembrán megjelölése jellemző reagáló csoportjain keresztül 
az ép sejten, majd ennek a jelöltségnek a követése, vizsgálata az izolálás során/ 
után. Mindkét elv gyakorlati megvalósítása számos bizonytalanságot re j t 
magában. 

A sejtek intracelluláris morfológiai szerkezete a kémiai összetétel hetero-
genitásában is tükröződik: alkotórészeik a sejt egyes organellumai között nem 
egyenletesen oszlanak el. Bizonyára a metodikai lehetőségek is közrejátszanak 
abban, hogy az enzimaktivitással bíró fehérjék intracelluláris lokalizációjáról 
tudunk legtöbbet (de D U V E és mtsai. ( 1 9 5 5 ) , B R O W N és C H A T T O P A D H Y A Y 

( 1 9 7 1 ) . Az ún. „marker", jelző enzimek aktivitásának meghatározása ma a leg-
érzékenyebb módszer az egyes szubcelluláris komponensek azonosítására, 
tisztaságának ellenőrzésére. Egyre nélkülözhetetlenebbé válik azonban az 
egyes frakciók lipid-összetételének vizsgálata ( C O L B E A U és mtsai ( 1 9 7 1 ) ) és 
egyelőre kevés támpontunk van a jellemzőnek tekinthető szénhidrát alkotó-
részek előfordulásáról ( K R A M E R 1 9 7 1 ) . 

Az egyes enzimek in situ elhelyezkedéséről az ép ill. metszett sejtben a 
fény- ill. elektronmikroszkópos hisztokémia nyújt felvilágosítást. E módszerek 
kritikai értékelésére nem kívánunk kitérni, e helyett kézikönyvekre utalunk 
( C H A Y E N és mtsai ( 1 9 7 3 ) , G E Y E R ( 1 9 7 3 ) , H A Y A T ( 1 9 7 4 ) ) . 
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Az izolált sejtalkotórészek jellemzőnek tartott enzimaktivitásainak 
meghatározásánál, értékelésénél ugyancsak indokolt a körültekintő kri t ika. 
Az enzimek általában abban a szubcelluláris komponensben fordulnak elő, 
ahol működésüket is kifejtik. Azonban nem lehetünk biztosak abban, 
hogy az enzim ugyanúgy működik a celluláris mikrokörnyezetében, mint 
az abból izolált partikulában. A sejt roncsolásakor, a frakcionálás során 
egyes enzimek eredeti lokalizációjukból kioldódhatnak, mások nem-speci-
fikusan más komponensekhez kötődhetnek. Az enzimek egy része veszít 
az aktivitásából a homogenizáláskor, mások aktiválódhatnak. Az intracellu-
láris proteázok hatása egyes szövetek homogenátumában végletes válto-
zásokat eredményez. 

Az űn. jelző enzimek sem mindig egyenletesen oszlanak el a rájuk jellemző 
plazmamembránban. Vonatkozik ez mind a membránban történő haránt i rányú 
mind a lapszerinti elrendeződésre. A plazmamembrán jelző enzimei közül egye-
sek az extracelluláris tér, ill. a szomszédos sejt felé tekintenek, ezek az ekto-
enzimek (Mg2+-ATPáz: M U S T A F A és mtsai ( 1 9 6 9 ) , W A L L A C H és U L L R E Y ( 1 9 6 2 ) , 

T R A M S és L A U T E R ( 1 9 7 4 ) , 5-nukleotidáz, foszfodiészteráz I , p-nitrofenilfoszfa-
táz, leucil-/S-naftilamidáz ( T R A M S és L A U T E R ( 1 9 7 4 ) ) . Az endo-enzimek aplazma-
membrán belső felszíne felé fordulnak (adenilcikláz: TRAMS és L A U T E R ( 1 9 7 4 ) ) . 

A transzport feladatokat ellátó enzimek viszont valószínűleg sugárirányban 
helyezkednek el a membránban. Egyes enzimek elhelyezkedése a plazmamemb-
rán külső/belső felszínén állatfaj és szerv szerint is változik ( T R A M S és L A U T E R 

( 1 9 7 4 ) ) . 

Több sejt plazmamembránja funkcionális polaritást mutat , ami a jelző 
enzimek lapszerinti eltérő elhelyezkedésében nyilvánul meg. Bár az 5-nukleo-
tidázt a máj (és egyéb) plazmamembrán legalkalmasabb jelző enzimének te-
kintik (lásd pl. D O R L I N G és L E P A G E ( 1 9 7 3 ) ), pontos lokalizációját mégis v i ta t -
ják ( S O N G és B O D A N S K Y ( 1 9 6 7 ) , S O N G és mtsai ( 1 9 6 9 ) . A májsejtek egymással 
érintkező felszínén a legalacsonyabb általában a jelző enzimek aktivitása 
( W I S H E R és E V A N S ( 1 9 7 5 ) ). A legnagyobb viszont az 5-nukleotidáz aktivitása 
a májsejteknek az epe-canaliculusok és a vér-sinusok felé eső felszínén ( W A C H -

STEIN és M E I S E L ( 1 9 5 7 ) , E S S N E R és mtsai ( 1 9 5 8 ) , G O L D F I S C H E R és mtsai ( 1 9 6 4 ) , 

W I S H E R és E V A N S ( 1 9 7 5 ) ). Ugyanakkor kizárólag az epe-canaliculusok falá-
ban fordul elő az ugyancsak plazmamembrán jelző enzimként számontartott 
alkalikus foszfatáz ( W A C H S T E I N és Z A K ( 1 9 4 6 , 1 9 4 9 ) ) , de nincs glukagonnal 
aktiválható adenilcikláz aktivitása. Utóbbinak a vér-sinusok felé tekintő máj-
sejtfelszínen a legnagyobb az aktivitása ( W I S H E R és E V A N S ( 1 9 7 5 ) ). Az el-
mondattokból metodikai szempontból tehát az következik, hogy a májból 
izolált plazmamembrán készítményt akkor tekinthetjük valamennyi sejt-
felszín képviselőjének, ha abban mind az 5-nukleotidáz, mind az alkalikus 
foszfatáz specifikus aktivitása közel azonos arányban növekszik a homogená-
tumban mért értékekhez képest ( D O R L I N G és L E P A G E ( 1 9 7 3 ) ) . 
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A funkcionális polarizáció további szép példáját szolgáltatja a felszívást 
végző vékonybél nyálkahártya, ill. vesetubulus hengerhámjának plazmamemb-
ránja. Míg a Na,K-ATPáz csaknem kizárólag és az 5-nukleotidáz főleg a baso-
lateralis plazmamembránban található, addig a sejtnek a lumen felé tekintő 
kefeszegélyére az alkalikus foszfatáz, a szaharáz, a trehaláz, a különböző pepti-
dáz aktivitások lokalizációja jellemző, (lásd pl., vese: B U S S E és S T E I N M A I E R 

( 1 9 7 4 ) , C H E S N E Y és mtsai ( 1 9 7 3 ) , G L O S S M A N N és G I P S ( 1 9 7 4 ) , K I N N E és mtsai 
( 1 9 7 1 ) , Q U I R K és R O B I N S O N ( 1 9 7 2 ) , bél: D O U G L A S és mtsai ( 1 9 7 2 ) , F O R S T N E R és 
mtsai ( 1 9 6 8 ) , F U J I T A és mtsai ( 1 9 7 1 , 1 9 7 2 ) , M U R E R és mtsai ( 1 9 7 4 ) , Q U I G L E Y 

és G O T T E R E R ( 1 9 6 9 ) , S C H M I T Z és mtsai ( 1 9 7 3 ) ) . 

A plazmamembrán (és hasonlóan egyéb szubcelluláris komponens) 
azonosítása során nem elégedhetünk meg azzal, hogy a jellemzőnek ta r to t t 
jelző enzim specifikus aktivitása sokszorosa a sejthomogenátumban mértnek. 
(A helyes vonatkoztatási alapnak az ép sejt enzimaktivitásának kellene lennie!) 
Ugyanakkor az izolálni nem szándékozott, de szennyeződésként előfordulható 
organellumok jelző enzimei csökkent specifikus aktivitását is ki kell prepará-
tumunkban mutatni. Nem mindig megvalósított, de jogos követelmény, hogy 
a plazmamembrán izolálásához (ugyanúgy más szubcelluláris komponenseké-
hez is) analitikai anyag ( = enzimaktivitás)-mérleg tartozik. Ha ennek az igény-
nek eleget is teszünk, ne feledjük, hogy még mindig nem ismerjük, hogy készít-
ményünk mennyire szennyezett enzimaktivitással nem rendelkező fehérjékkel. 

A plazmamembránok azonosításának elvileg más módja az, hogy csoport-
specifikus reagensekkel az ép sejten megjelölik, majd ezt a jelölést vizsgálják a 
sejt szubfrakcionálása során (WALLACH és L I N ( 1 9 7 3 ) ) . E sokat ígérő, de 
ugyancsak nem problémamentes vizsgáló eljárás elméleti alapjaival, technikai 
megvalósításával és lehetőségeinek kritikai értékelésével előkészületben levő 
referátum (Ormos, Mányai (előkészületben) ) foglalkozik majd. 
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