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Az allati sejteket koriilvevd plazmamembran kémiai szerkezete, élettani
és biokémiai szerepe és miikédése a biolégiai tudomanyok egyik alapvetd,
napjainkban kiterjedten tanulmanyozott kérdése. Mélyrehaté vizsgalatanak
elofeltétele olyan eljarasok kidolgozasa, amelyek segitségével nagytisztasagu,
a sejt intracellularis membranjaitél lehetGleg mentes plazmamembranokat
lehet izolalni. Referatumunk e médszerekrdl kivan, a teljesség igénye nélkiil,
rovid irodalmi osszefoglalast adni. Megirasanal részben korabbi dsszefoglald
miivekre (DE PIERRE és KARNOVszZKY (1973), STECK (1972), STECK és WALLACH
(1970), WarracH (1973), WaLracH és Lin (1973), WARREN és Grick (1971),
részben az eredeti, ill. 4jabban megjelent kozleményekre tamaszkodtunk. A fel-
dolgozott irodalmi adatokat valogatnunk kellett. Kizarélag a gerincesek (tul-
nyomérészt emldsok, ill. csirke) szerveib6l, embrionélis szovetbdl, valamint
ép és tumor szovettenyészetekbdl szarmazé sejtek plazmamembranjaval fog-
lalkozunk. A vér alakos elemeit nem targyaljuk, ezekr6l e kotet mas helyén
olvashatunk (SzAsz (1978), Hasrrz (1978), HarsAnNy1 (1978) ). Mas szervek
esetén figyelembe vettiilk BENEDECzKY (1978), Nacy (1978), Jo6 és KArNUSH-
INA (1978), valamint HRABAK és SzaMEL (1978) csatlakozé munkait.

A referatum osszeallitasahoz felhasznalt kézlemények megjelenésének
a naptari évek szerinti eloszlasabél (1. dbra) megallapithatjuk, hogy azok a
cikkek, amelyek a plazmamembréanok izolalasara 1j eljarast, vagy lényeges
modositast kozolnek, zomben a 70-es években jelentek meg. Ez id6ben egybe-
esik a striséggradiens centrifugalasi technika és azehhezsziikséges miiszerezett-
ség elterjedésével.

A plazmamembranok el8allitasara szolgalé teendSket négy csoportra
oszthatjuk:

(1) a preparalas alapjat képezd sejtek nyerése,
(2) a sejtek roncsolasa,

(3) a plazmamembran elvalasztasa és tisztitasa,
(4) a plazmamembran analitikai azonositasa.

Az egyes miiveletek elvét néhdny mondatban éssze lehet foglalni. A meto-
dikai cikkek ennek ellenére nagy szamat a kisebb-nagyobb médositasok adjak.
Ennek csak részben oka a kiilonb6z6 laboratériumok eltérd technikai fel-
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1. dbra. A referatum osszedllitdsahoz felhasznalt, a plazmamembranok izolalasival és azonosi-
tasaval foglalkozé kozlemények eloszldsa a naptari évek szerint

szereltsége. Egy adott szervre kidolgozott izoldlasi médszert rendszerint csak
megfelel§ valtoztatasokkal lehet mas szerv esetén alkalmazni. Kiilonb6z6 faju
allatok azonos szerveibdl sem mindig sikeriil ugyanazzal az eljarassal megfelel
mennyiségli és tisztasagd plazmamembrant nyerni. A kutaték laboratériumi
tapasztalatat, taldlékonysagat és tjitasi kedvét szintén nem lehet figyelmen
kiviil hagyni. A kézlemények nem eléggé szabatosan leirt metodikai részlete
ugyancsak inditékai ijabb médositascknak.

A sokféle mdédositas természetesen megneheziti a kozolt eredmények
Osszehasonlitasat, az adatok egyeztetését. Kevés olyan cikk jelent meg, amely
t6bb kiillonb62z6 mdédszerrel izolalt plazmamembran vizsgalatardl szamolna be,
ill. ésszehasonlité adatokkal tamasztana ala egyik, vagy masik preparativ el-
jaras elényeit (LAUTER és mtsai (1972), ISRAEL és mtsai (1973), SHIN és CAR-
RAWAY (1973), WarracH és Lin (1973)).

1. A sejtek izolalasa

A kiilonbo6z8 szervek, szovetek anatémiai felépitésének ismeretében
sziikségtelen bizonygatni, hogy az elroncsolasukkal nyert homogenatum t6bb-
féle sejt alkotéelemeit tartalmazza. A maj nemesak hepatocitakbdl all, hanem
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a RES-hez tartozé Kupffer-sejteket is tartalmaz. Azonban a majsejtek kozott
is mas az egymassal érintkezd, vagy a vér-sinusok, ill. az epekapillarisok felé
es6 sejtfelszinek biokémiai szerkezete (WisHER és Evans (1975) ). A vese glo-
merulusok és tubulusok sejtjeinek eltérd élettani szerepe a plazmamembran-
juk kiilsnb6z8ségében is megmutatkozik (KiNNE és mtsai (1971), Bussg és
STEINMAIER (1974) ). A felszivodasban fontos szerepet jatszé vékonybél nyalka-
hartya hengerhamjanak ,,polaritasa™ a lumen felé es6 kefeszegély, ill. a baso-
lateralis plazmamembran mingségileg eltéré enzimaktivitasaibél is nyilvanvalé
(Fugrra és mtsai (1972), MURER és mtsai. (1974), QUIGLEY és GOTTERER (1969).
Amikor tehat egy sejtet borité plazmamembran j6l meghatarozott teriiletei
kozott biokémiai médszerekkel kiilonbségeket allapithatunk meg, jogos az a
kivansag, hogy a preparalas elgtt minél homogénabb sejtpopulécié alljon ren-
delkezésre.

A szerv in situ ataramoltatasaval a vér alakos elemeinek nem elhanyagol-
haté szennyezddésétsl szabadithatjuk meg készitményiinket. Biokémiai labo-
ratériumokban meglepden ritkan élnek ezzel a lehetGséggel.

A kiilonb6z6 tipusi sejtek izolalasa céljabél mindenek eldtt a sejt-sejt
kapcsolatot kell megsziintetni. Az Un. tomér szévetek esetén erre kiméletesen
végzett pépesitést, szitakon valé atpréselést, fehérje- ill. poliszaharidbonté
enzimes emésztést alkalmaznak. ﬂreges szervek epithel sejtjeit mechanikus
(LEviNe és WEINTRAUB (1970) ), kémiai + mechanikus (MURER és mtsai
(1974) ), ill. kémiai (CHLAPOWSKI és mtsai (1972), Hicks és KETTERER (1970) )
dezintegralassal lehet levalasztani.

A szoveti kotelékbdl fellazitott sejtek elkiilonitésére a sejtek térfogata
(mérete), stirtisége, felszini elektromos téltése, ill. specifikus felszini receptorai,
valamint specifikus fest8dési tulajdonsagai nytjtanak lehet8séget. A sejtek el-
valasztasara szolgalé technikai megoldasok (lasd: WarrLacu és Lin (1973))
koziil a legaltalanosabban a kiilonb6z8 polimérek oldatdban végzett centrifuga-
lasok terjedtek el. A sejtek szuszpendalasara ill. centrifugalasara izoozmotikus
(tehat a sejteket lehetSleg nem karosité), nagy fajsilytd természetes (szérum
albumin, dextran) ill. mesterséges (Ficoll = szaharéz polimér, polivinil-pir-
rolidon, kolloid kovasav) makromolekulédkat tartalmazé oldatokat hasznélnak.
Az oldatok stirtisége vagy homogén, vagy folyamatosan ill. szakaszosan valtozé
(gradiens). El8bbi esetben differencialcentrifugéalassal, utébbiakban egyen-
stilyi centrifugalassal valasztjak el a kiilonbh6z8 sejteket. Ezek stiriségiik sze-
rint vagy leiillepednek, vagy az oldat felszinére széallnak, vagy a megfeleld
stirliségtli rétegben (folyamatos stirtiséggradiens esetén), ill. két kiillonboz6 stirt-
ségli oldat hataran (szakaszos stlirliséggradiens esetén) gytilnek ossze.

Két, egymassal nem keveredd vizes poliméroldatban (polietilénglikol -
dextran) végzett centrifugalaskor ugyancsak a fazishatarra rétegzddnek a sej-
tek. Ilymédon torténd szétvalasztasukban elsdsorban feliileti fesziiltségiik jat-
szik szerepet.

MTA Biol. Oszt. Kozl. 21 (1978)




252 MANYAI SANDOR ES VEGH ANTALNE

Az egymassal nem elegyedd nem-vizes oldatokban térténd sejtelvalasztas-
nak viszont a sejtek stirliségén kiviil azok feliileti fesziiltsége és toltése is alap-
jat képezi.

Amig megfeleld centrifugalasokkal a legkiilonb6z6bb szervek és szovetek
sejtjeit el lehet kiiléniteni, addig az egyéb technikai megoldasokat rendszerint
egy-egy sejttipus izolalasara dolgoztak ki és alkalmazzak. Az érthet nagy
gyakorlati jelentGsége miatt, kiilonosen a limfocitak izolalasara és kiilonb6zd
tipusaik elvalasztasara fejlesztettek ki elektroforézisen (ZEILLER és mtsai
(1972), Ze1LLER és DoLAN (1972), NoRDLING és mtsai (1972), Korin (1965),
KoLin és LUNER (1969), Hannic (1969) ), vizes polimérekben végrehajtott
ellendrami extrakcién alapulé (ALBERTSON (1970), BRUNETTE és mtsai (1968),
WALTER és mtsai (1969) ), valamint specifikus adszorpciés oszlopon, vagy halén
megvalésitott médszereket (WiczeLL és ANDERSON (1971), CAMPBELL és GREY
(1972), EDELMAN és mtsai (1971). Emlitésre méltok a kalibralt iivegoszlopokon
torténd szilrési technikak (SHORTMAN (1969)), valamint a nem-specifikus
adszorpciét felhasznalé eljarasok (iiveg: JoENsON és GARVIN (1959), GARVIN
(1961), pamut: CzErskI és mtsai (1966), nylon: OPPENHEIM és mtsai (1968) ).
Alkalmazasuk féleg a vér alakos elemeinek szétvilasztasara terjed ki.

Az automatikus, elektronikus vezérlési sejtvalogaté késziilékek a jovo
igéretei. Jelenlegi teljesitményiik még korlatozott. A sejtek megkiilonboz-
tetésére szolgald jelet a sejtek térfogata (FULWYLER és mtsai (1969), vaAN DiLra
és mtsai (1967) ), ultraibolya fényelnyelése (KAMENTSKY és MELAMED (1967) ),
vagy specifikus fluoreszcenciaja (JurLius és mtsai (1972), BONNER és mtsai
(1972) ) szolgaltatja.

Mikézben figyelmiink, igyekezetiink arra iranyul, hogy a plazmamembran
izolalast minél egységesebb sejtfrakciobol kezdjiik el, a sejtek sziveti egységé-
nek szamos olyan koriillményét véltoztatjuk meg, amelyek sziikségszerlien
a plazmamembran médosulasahoz vezetnek (WALLAcH és Lin (1973) ). A sej-
teket elvalasztasuk alatt/utan nagyobb O,- és kisebb CO,-tenzié veszi koriil,
mint a szdveti kotelékben. Az iondsszetétel, az ioner8sség, a pH valtozasa
ugyanigy nem kozombios a sejtet borité plazmamembranja szempontjabél,
mint a hirtelen lehiités, vagy az a tény, hogy kikeriil a kiilonb6z6 metabolitok,
hormonok és egyéb szabalyozé anyagok ellendrzése aldl. A sejtek izolalasara
alkalmazott fehérje- és poliszaharid-bonté enzimek a plazmamembran szer-
kezetében is nyomot hagynak. Mindezek olyan hatasok, amelyekre az izolalt
plazmamembranokkal végzett kisérletek eredményeinek értékelésénél és ér-
telmezésénél nagyobb gondot kellene forditani.

2. A sejtek roncsolasa

A plazmamembran felépitésének barmelyik modelljét fogadjuk is el,
egyben mind megegyezik egymissal: a membran szerkezete nem homogén.

MTA Biol. Oszt. Kozl. 21 (1978)




PLAZMAMEMBRANOK ELOALLITASA £S JELLEMZESE 253

Izolalasahoz nélkiilozhetetlen a roncsolasa. A roncsolds mértéke azonban—
éppen a szerkezete heterogenitasa kovetkeztében — a preparalas végén nyert
készitményben kvalitativ kiilonbségeket okoz. Ezért a sejtek roncsolasat a
membranizolalasi eljarasok legkritikusabb (és egyben legkevésbé pontosan
meghatarozott) 1épésének tekinthetjiik.

Ha a sejtek szubcellularis komponensei izolaldsara hasznalt eljarasok
torténeti fejlédésén végigtekintiink, magyarazatot talalunk arra, hogy miért
olyan késén, a magok, a mitokondriumok, a mikroszémak, a szekréciés gra-
nulumok, a lizoszomak izolalasanak kidolgozasa utan keriilt csak sor a plazma-
membranok elvilasztasara. A felsorolt alkotérészek kinyerése altalaban gon-
dosan izoozmotikus, vagy enyhén hiperozmotikus nem-elektrolit oldatokban
feltart sejtekbdl differencidlcentrifugéalassal tortént. A szakaszos ill. a folya-
matos striliséggradiens centrifugialason, mint technikai djdonsagon kiviil
arra a szemléleti valtozasra is sziikség volt, hogy a kutaték csak a plazma-
membrant akarjdk a sejtekbdl izoldlni és lemondjanak az egyéb alkotérészek
egyidejii kinyerésérél. Az els§ eredményes plazmamembréan-izolalast az tette
lehetdvé, hogy a sejteket ozmotikus shokkal ronesoltak.

WarLrAch és LIN (1973) referatuméaban még emliti, de mar nem ajanlja
a sejtek hipoténias feltarasat. Ezt kiszoritottdk az izoozmotikus oldatokban
végrehajtott sejtroncsolasok. Azonban ismét szerephez jutott, amikor az izo-
ozmotikusan leiilepitett nyers szubcellularis frakeié (mag, mitokondrium,
mikroszéma) ozmotikus shockja vezeti be a plazmamembran levalasztasat
beléle.

Mind a hipoozmotikus, mind az izoozmotikus sejtfeltaras elengedhetetlen
része a homogenizalas. Kulcsfontossagu szerepére utal, hogy akar a kézzel mi-
kodtetett Dounce-féle, akar a motorral hajtott Potter—Elvehjem-féle homo-
genizatort hasznéljak is, tébb-kevesebb szabatossaggal felhivjak a figyelmet a
homogenizator lazasagara (esetleg pontos rés-méretét (clearance) is megadjak),
a fordulatszamra, a fiiggGleges loketek szamara és egy-egy homogenizalés idg-
tartamara.

A Kklasszikus, nyiréerén alapulé, mechanikus homogenizalason kiviil
eredményes sejtfeltarast ér el az un. intracellularis nitrogén-kavitas médszer
(Steck és WarracuH (1970), HuNTER és CoMMERFORD (1961), WALLACH és
KamaT (1966) ). Ennek az a lényege, hogy a feltarandé szovetet, sejtszuszpen-
zi6t 60—80 at. nyomaéson egyensilyba hozzdk nitrogénnel, majd évatosan
visszaallitjak (minimélis folyadék nyiréerdt engedélyezve) az eredeti nyomas-
viszonyokat. A sejt szubcellularis alkotérészei (mitokondriumok, lizoszémak,
durvafelszinli endoplazmas retikulum) altaldban sértetlenek maradnak, a
plazmamembran azonban — rendszerint tdl apré vezikulumok képzodése
kozben — széttéredezik.

Hasonlé hatéssal van a plazmamembranra az ultrahanggal torténd sejt-
roncsolas is (MAcCKENzIE és MiLLAN (1972) ). Hatranya, hogy ellentétben az
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intracellularis nitrogénkavitas médszerrel, nagy lokalis hifejldéssel és nagy-
mennyiségl szabad gyok felszabadulasaval jar és valamennyi szubcellularis
membran molekularis karosodasat is okozza.

A plazmamembran szerkezetének meghontasa labilis helyzetet teremt,
amely az ismét stabilis plazmamembran vezikulumok kialakulasahoz vezet.
Minél nagyobb mértéki karosodas érte a sejt roncsolasakor a plazmamembrént,
annal kisebb méretliek lesznek a vezikulumok, amelyek kézott normalis (right
side out) és kifordult (inside out) szerkezetliek egyarant el6fordulnak. Ez a
magyarazata annak, hogy a plazmamembran izolalasa soran olyan nagy jelen-
téséget tulajdonitanak a kiméletes homogenizalasnak. Mindezeknek az empi-
rikus tanacsoknak azonban hianyzik az exakt kisérletes alapja. NOVIKOFF
(1960) klasszikus vizsgalatan kiviil senki sem ellenGrizte elektronmikroszkép-
pal a kiilonféle homogenizalas sejtroncsolé hatéasait.

Izolalt sejtek membranjat stabilizalni lehet a vezikulaképzédéssel szem-
ben. Ilyenkor a plazmamembrant egyetlen szerkezeti egységként, kisebb-
nagyobb lemezek alakjaban nyerik. Ez elérhetd a sejtek ZnCl,-os (PERDUE és
SNEIDER (1970), WARREN és mtsai (1966), BRUNETTE és TrLL (1971) ), fluoresz-
cein-Hg-acetatos (WARREN és mtsai (1966), Hicks és KETTERER (1971), SCHER
és BArRLAND (1972) ), ill. glutdraldehides (NACHMAN és mtsai (1971) ) elkezelé-
sével. Hasonloképpen plazmamembran lemezek levalasat eredményezi, ha pl.
patkany higyhdélyagjat tioglikolat oldattal toltik fel (CHLAPOWSKI és mtsai
(1972) ). A HeLa sejteket borité membran ezzel szemben eléggé rugalmasnak
bizonyul ahhoz, hogy el6zetes stabilizalas nélkiil is plazmamembran lemezeket
lehessen belGle nyerni (Bosmann és mtsai (1968) ).

3. A plazmamembran elvilasztasa és tisztitasa

A plazmamembran elvalasztasa és tovabbi tisztitasa a sejtek elroncsola-
saval nyert homogenatumbél lényegében hasonlé elvek alapjan térténik, mint
a sejtek el8zetes izolalasa. A sejt szerkezetének felbomlasa azonban nemecsak
az intracellularis kapcsolatok megszlinését eredményezi, hanem szamos 4j,
nem-specifikus kolesonhatas kialakulasahoz is vezet. Ezek részben gatoljak,
részben azonban — tudatosan idézve elG ket — elsegithetik a plazmamembra-
nok izolalasat. Igy pl. 1—2 mM Ca?" alkalmazasa a hipoozmotikus homogeni-
z4alé oldatban, ill. szahar6z hozzdadasa (JOENSEN és mtsai. (1974), BuUSSE és
STEINMAIER (1974)) a magok gélesedését hivatott meggatolni (BERMAN és
mtsai (1969), EMMELOT és Bos (1969), Ray (1970) ). A homogenatum 20—100-
szoros meghigitisa a homogenizalé médiummal (Ray) (1970), NevILLE (1960,
1968) ), ismételt kezelése MgCl,-dal (Bootr és KENNY (1974) ) a kénnyebb el-
valasztast célozza. A homogenatum néhany szaz g-s feliilliszéjaban is lehet a
plazmamembranokat ZnCl,-os kezeléssel stabilizalni (ISRAEL és mtsai (1973) ),
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ill. adenilsav + Pb(NO,), hozzdadasaval gyors iilepedésre birni (RYAN és
Smita (1971) ).

A plazmamembranok izoldlasara legaltalanosabban a differencialcentri-
fugalast, a stirtdséggradiens centrifugélast, (,,rate zonal” centrifugalas: STECK
(1972), kiilénbéz6 siiriiség egyensilyi ultracentrifugalasok: STECK és WALLACH
(1970), STECK és mtsai (1970), STEck (1972) ), ill. a két vizes fazisi polimér-
rendszerben torténd centrifugalist (ALBERTsoN (1970), BRUNETTE és TiLL
(1971) ) alkalmazzik. Ezek sorin a szubcellularis komponensek méretében,
alakjéban, stiriségében, elektromos tsltésstirtiségében, ill. egyéb tulajdonsaga-
iban mutatkozé eltéréseket hasznositjak.

Elektroforézis segitségével (DAVENPORT (1964), SELLINGER és BORENS
(1969) ) nem sikeriilt megfelelGen tiszta membranfrakciét el§allitani.

A izolalandé vazkularis szerkezet({i szubcellularis partikulak striségének
perturbéciéja, aminek révén pl. lizoszomakat, fagoszoma membranokat lehet
izolalni (LEIcHTON és mtsai (1968) ), a plazmamembranok esetén nem vezetett
kielégité eredményre.

A centrifugilasi technikdk fent emlitett harom f&tipusat rendszerint
egymassal kombinélva alkalmazzék. A homogenatum differencialcentrifugala-
saval leiilepitett nyers mag (néhany szaz — 1000 g), mitokondrium (1000—2500
g), ill. mikroszéma (100 000 g) frakciéja altalaban vagy kézvetleniil, vagy oz-
motikus shock utén, kiindulasat képezi a tovabbi frakcionalasnak. De izoozmo-
tikus ill. hiperozmotikus teljes homogenatumokat eleve stirtiséggradiens centri-
fugélassal komponenseikre lehet bontani, amelyeket azutan utélagos differen-
cialcentrifugalassal nyernek ki és tisztitanak. A sliriséggradiens centrifugalasra
kismolekulasilyi vegyiiletek (szaharéz, glicerin) és polimérek (dextran, Ficoll)
oldata egyarant felhasznalhaté. Siirliségiik a centrifugacsében ill. a zonalis
rotorban folyamatosan, vagy szakaszosan véaltozhat. A gradiens alatt és folott
altalaban egy-egy eltérd stirliségl zaréréteg is elhelyezhetd. Az elvalasztashoz
szlikséges centrifugalis erd igen viltozatos: néhany 100-t6l tébb 100 000 g-ig
terjedhet. A centrifugalas idGtartama percekt6l 16—20 éraig valtozhat. Centri-
fugalas helyett a szakaszos gradiens vibralasa is biztosithatja a komponensek
szétvalasztasat (Lurz és FRimmER (1970) ).

A kiilénboz8 siiriiséggradiensek molekulasilyuk, ill. eltérd penetralé
képességiik alapjan egyben ozmotikus gradiensek is lehetnek, amelynek kévet-
keztében a zart vezikulumok duzzadhatnak ill. zsugorodhatnak. Ez akériilmény
befolyasolhatja, meghatarozhatja elmozdulasuk iranyat és mértékét a centri-
fugalas alatt. A két, vizben kiilsnbsz6képpen 0ld6dé polimérrendszer (polietilén
glikol + dextran) elsGsorban feliileti tulajdonsagaik alapjan teszi lehetdvé a

plazmamembranok izolalasat.
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4. A plazmamembran analitikai azonositdsa

A sejtek izolalasa és roncsolédsa, valamint a plazmamembranok elvalasz-
tasa és tisztitdsa sordn felmeriilt problémak igazan a készitmény analitikai
azonositasakor t{innek elg. Ekkor nemcsak az izolalt plazmamembran frakcio
tisztasagarél, hanem lehetSleg a membranok nativ allapotarél is szamot kell
adni. Nem lehet figyelmen kiviil hagyni a mennyiségi kitermelés kérdését sem.
Meggondolandé ugyanis, hogy 10—159%;-0s kitermelés esetén egy még oly tiszta
plazmamembran preparaitum mennyire jellemz6 része a felhasznélt szévet
teljes plazmamembréan tartalmanak. Vitatott kérdés, hogy melyek azok az is-
mérvek, amelyek alapjdn a plazmamembrin azonosithat6. Nincs egyetlen,
jellemzé indikatora. Az elektronmikroszképos ellendrzés nélkiilozhetetlen,
de 6nmagaban szintén nem elégséges. A preparilas sordn a kiilonboz6 eredeti
membranokbél képzédstt vezikulumok kozott olykor nem koénnyd a plazma-
membranbél szarmazékat azonositani. Kvantitativ vizsgalatok kiilsnésen
nehézkesek elektronmikroszkép segitségével. Elfogadott gyakorlattd valt,
hogy komplex morfolégiai (elektronmikroszképos) és biokémiai (analitikai -
enzimaktivitas mérés) vizsgalatok nélkiil alig jelenik meg ma mar membranok-
kal foglalkozé kozlemény.

A plazmamembran felismerésére, azonositasara elvileg kétféle biokémiai
lehetdség kinalkozik:

(a) az izolalt készitményben jellemz§ alkotérészek, enzimaktivitasok ki-
mutatésa, meghatarozasa,

(b) a plazmamembran megjelolése jellemzd reagalé csoportjain keresztiil
az ép sejten, majd ennek a jeloltségnek a kovetése, vizsgalata az izolalas soran/
utan. Mindkét elv gyakorlati megvalésitdsa szdmos bizonytalansagot rejt
magaban.

A sejtek intracellularis morfolégiai szerkezete a kémiai sszetétel hetero-
genitdsaban is tiikréz6dik: alkotérészeik a sejt egyes organellumai kozott nem
egyenletesen oszlanak el. Bizonyéra a metodikai lehetdségek is kizrejatszanak
abban, hogy az enzimaktivitassal biré fehérjék intracellularis lokalizacijarsl
tudunk legtsbbet (de Duve és mtsai. (1955), BRoWN és CHATTOPADHYAY
(1971). Az <n. ,,marker”, jelz& enzimek aktivitasanak meghatarozasa ma a leg-
érzékenyebb médszer az egyes szubcellularis komponensek azonositasara,
tisztasdganak ellenrzésére. Egyre nélkiilozhetetlenebbé vilik azonban az
egyes frakciok lipid-osszetételének vizsgalata (COLBEAU és mtsai (1971) ) és
egyelére kevés tampontunk van a jellemzdnek tekinthetd szénhidrat alkoté-
részek el6fordulasarsl (Kramer 1971).

Az egyes enzimek in situ elhelyezkedésérél az ép ill. metszett sejtben a
fény- ill. elektronmikroszképos hisztokémia nyijt felvilagositast. E médszerek
kritikai értékelésére nem kivanunk kitérni, e helyett kézikényvekre utalunk

(CHAYEN és mtsai (1973), GEYER (1973), Havar (1974) ).
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Az izolalt sejtalkotérészek jellemzGnek tartott enzimaktivitasainak
meghatarozasanal, értékelésénél ugyancsak indokolt a kériiltekints kritika.
Az enzimek altalaban abban a szubcellularis komponensbhen fordulnak eld,
ahol miikédésiiket is kifejtik. Azonban nem lehetiink biztosak abban,
hogy az enzim ugyanigy miikédik a cellularis mikrokérnyezetében, mint
az abbél izolalt partikulaban. A sejt roncsolasakor, a frakcionalas soran
egyes enzimek eredeti lokalizaciéjukbél kioldédhatnak, mésok nem-speci-
fikusan més komponensekhez kétddhetnek. Az enzimek egy része veszit
az aktivitasabo6l a homogenizalaskor, méasok aktivalédhatnak. Az intracellu-
laris proteazok hatasa egyes szdvetek homogenatumaban végletes valto-
zasokat eredményez.

Az in. jelz6 enzimek sem mindig egyenletesen oszlanak el a rajuk jellemzd
plazmamembrénban. Vonatkozik ez mind a membranban térténd harant iranyd
mind a lapszerinti elrendezddésre. A plazmamembran jelzd enzimei koziil egye-
sek az extracellularis tér, ill. a szomszédos sejt felé tekintenek, ezek az ekto-
enzimek (Mg?*-ATPaz: MUSTAFA és mtsai (1969), WarLAcH és ULLREY (1962),
Trams és LAUTER (1974), 5-nukleotidaz, foszfodiészteraz I, p-nitrofenilfoszfa-
taz, leucil-f-naftilamidaz (TrRams és LAUTER (1974) ). Az endo-enzimek aplazma-
membran belsd felszine felé fordulnak (adenilciklaz: Trams és LAuTER (1974) ).
A transzport feladatokat ellaté enzimek viszont valészintileg sugéaririnyban
helyezkednek el a membranban. Egyes enzimek elhelyezkedése a plazmamemb-
ran kiilsG/belsd felszinén allatfaj és szerv szerint is valtozik (TRAMS és LAUTER
(1974) ).

Tébb sejt plazmamembranja funkcionélis polaritist mutat, ami a jelzd
enzimek lapszerinti eltérg elhelyezkedésében nyilvanul meg. Bar az 5-nukleo-
tidazt a maj (és egyéb) plazmamembran legalkalmasabb jelz§ enzimének te-
kintik (lasd pl. DorriNG és LEPAGE (1973) ), pontos lokalizaciéjat mégis vitat-
jak (Sonc és BopAansky (1967), SoNG és mtsai (1969). A majsejtek egymassal
érintkezd felszinén a legalacsonyabb altaldban a jelz§ enzimek aktivitasa
(WisBER és Evans (1975) ). A legnagyobb viszont az 5-nukleotidaz aktivitasa
a méjsejteknek az epe-canaliculusok és a vér-sinusok felé es8 felszinén (Wacna-
STEIN és MEISEL (1957), EsSNER és mtsai (1958), GOLDFISCHER és mtsai (1964),
WissER és Evans (1975) ). Ugyanakkor kizarélag az epe-canaliculusok fala-
ban fordul el az ugyancsak plazmamembran jelz§ enzimként szdmontartott
alkalikus foszfataz (WACHSTEIN és ZAK (1946, 1949) ), de nincs glukagonnal
aktivalhaté adenilciklaz aktivitasa. Utébbinak a vér-sinusok felé tekintd maj-
sejtfelszinen a legnagyobb az aktivitasa (WisHER és Evans (1975)). Az el-
mondattokbél metodikai szempontbél tehat az kévetkezik, hogy a méajbél
izoldlt plazmamembran készitményt akkor tekinthetjiik valamennyi sejt-
felszin képviselGjének, ha abban mind az 5-nukleotiddaz, mind az alkalikus
foszfataz specifikus aktivitadsa koézel azonos aranyban névekszik a homogena-
tumban mért értékekhez képest (DorrinG és LEPAGE (1973) ).
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A funkcionalis polarizacié tovabbi szép példajat szolgaltatja a felszivast
végz6 vékonybél nyalkahartya, ill. vesetubulus hengerhamjanak plazmamemb-
ranja. Mig a Na,K-ATPaz csaknem kizarélag és az 5-nukleotidaz féleg a baso-
lateralis plazmamembranban talalhaté, addig a sejtnek a lumen felé tekintd
kefeszegélyére az alkalikus foszfataz, a szaharaz, a trehaldz, a kiilonb6z6 pepti-
daz aktivitasok lokalizacija jellemzd. (lasd pl., vese: BUSSE és STEINMAIER
(1974), CHESNEY és mtsai (1973), GLossMANN és Gips (1974), KIiNNE és mtsai
(1971), Quirk és RoBinson (1972), bél: DoucLAs és mtsai (1972), FORSTNER és
mtsai (1968), Fujita és mtsai (1971, 1972), MURER és mtsai (1974), QUIGLEY
és GoTTERER (1969), ScEMITZ és mtsai (1973) ).

A plazmamembran (és hasonléan egyéb szubcellularis komponens)
azonositdsa soran nem elégedhetiink meg azzal, hogy a jellemzdnek tartott
jelzd enzim specifikus aktivitasa sokszorosa a sejthomogenatumban mértnek.
(A helyes vonatkoztatasi alapnak az ép sejt enzimaktivitasanak kellene lennie!)
Ugyanakkor az izolilni nem szandékozott, de szennyezddésként eléfordulhaté
organellumok jelzd enzimei csokkent specifikus aktivitasat is ki kell prepara-
tumunkban mutatni. Nem mindig megvalésitott, de jogos kiovetelmény, hogy
a plazmamembran izolalasahoz (ugyanigy més szubcellularis komponenseké-
hez is) analitikai anyag (= enzimaktivitas)-mérleg tartozik. Ha ennek az igény-
nek eleget is tesziink, ne feledjiik, hogy még mindig nem ismerjiik, hogy készit-
ményiink mennyire szennyezett enzimaktivitassal nem rendelkezd fehérjékkel.

A plazmamembranok azonositasanak elvileg mas médja az, hogy csoport-
specifikus reagensekkel az ép sejten megjelolik, majd ezt a jelolést vizsgaljak a
sejt szubfrakcionalasa soran (Warpacm és Lin (1973) ). E sokat igérd, de
ugyancsak nem problémamentes vizsgalé eljaras elméleti alapjaival, technikai
megvalésitasaval és lehet8ségeinek kritikai értékelésével elGkésziiletben levd
referatum (Ormos, Manyai (el6késziiletben) ) foglalkozik majd.
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