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Az é l e t f o l y a m a t o k b a n döntő szerepet j á t szó b i o m e m b r á n o k szerkezeté t 
a m e m b r á n f e h é r j é k d e t e r m i n á l j á k . A m e m b r á n f e h é r j é k megismerésének és 
v izsgá la tának első lépése a m e m b r á n f e h é r j é k oldása, ame ly re nincs egy á l t a -
lánosan e l fogadot t módszer . Az i roda lomban igen sokféle oldási módsze r t 
a lka lmaznak és a fe lo ldot t m e m b r á n f e h é r j é k e t kü lönböző vizsgáló módszerek-
kel hason l í to t t ák össze p l : gélszűrés, ioncserés-, a f f in i tás i k r o m a t o g r á f i a , e lekt -
roforézis és e lekt rofokuszálás s tb . 

A m e m b r á n p repa rá l á s normál h u m á n vörösvérse j tbő l P A R K E R és H O F F -

MANN (1964) módszerével ; 10""4 M E t i l é n d i a m i n t e t r a e c e t s a v (EDTA) je lenlété-
ben kész í t e t t ünk m e m b r á n t . 

F e h é r j e m e g h a t á r o z á s : mikrobiure t p róba BAILEY' (1962) szerint . Mivel 
a legtöbb fehér jeoldószer z a v a r j a a megha t á rozás t feleslegben a lka lmazo t t 
96%-os alkohollal k i c s a p t u k a fe loldot t m e m b r á n f e h é r j é k e t és 2 n á t r i u m -
hidroxidos ú j r a oldás u t á n m é r t ü k a f e h é r j e t a r t a l m a t . 

Az á l t a lunk összehasonl í to t t oldási módszerek (1. 1. tábl . ) e redménye i t 
elektroforézissel v izsgá l tuk urea-/? me rkap toe t ano l (ß ME) t a r t a l m ú k e m é n y í t ő 
gélben és ná t r iumlaur i l s zu l f á t (SDS) t a r t a l m ú pol iakr i lamid gélben. 

Urea /?ME-os k e m é n y í t ő gélt A Z E N m t s a i (1965) szer in t kész í t e t tük . A gél 
8 M u r e á t , 0,14 M /?ME-t t a r t a l m a z o t t p H 3 fo rmiá t p u f f e r b a n . A fehé r j e -
f r akc ióka t mob i l i t á suknak megfelelően sorszámoztuk 1. 1 áb rán . Mennyiségi 
kiér tékelését Zeiss-féle mikrodenz i tométe r re l végez tük . A mennyiségi á b r á k o n 
a globin f rakc iók és a y-globulin mobi l i tásá t be je lö l tük, 1 0,78 0,5 m m / m m - n é l 
levő jelek a globinnak, a 0,3 m m / m m jel pedig а у g lobul innak felel meg. 

S D S pol iakri lamid gél elektroforézis kivitelezése S H A P I R O és mtsa i ( 1 9 6 7 ) 

szerint . A molekulasúly t W E B E R N és O S B O R N E ( 1 9 6 9 ) szer int számol tuk ki 
g lu tára ldehiddel készült hemoglobin és a lbumin pol imerek segítségével (PAYNE 
1 9 7 3 ) . 

Vizsgála ta ink azt m u t a t t á k , hogy a fen t i m e m b r á n prepará lás u t á n a 
m e m b r á n h o z kö tö t t en m a r a d a globul innak 2 — 5 % - a és а у globulin egy része. 
Az 1. á b r á n semat ikusan ábrázo l tuk a t i sz ta globin és IgG mobi l i tásá t is. 
A globin komponense i közü l főleg a főkomponens észlelhető a membrán készí t -
m é n y e k b e n is, ennek mobi l i t á sá t egységnek v e t t ü k és ehhez v i szony í to t tuk az 

1 3 * MTA Biol. Oszl. Közi. 21 (1978) 
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1. t áb láza t 

Oldási módszer Irodalom 
Kioldott fehérje 

(mg/100 mg fehérje) 

irodalmi saját 

1 0 - M E D T A és 5,10~3M ß ME 
p H 7,5 szembeni dializis 

TILLACK és mt sa i 1970 20 15,25 

1 M N a J 
0,8 M NaCl 

M A T S U I é s SCHWARZ 1 9 6 6 
R O S E N B E R G é s G U I D O T T I 1 9 6 9 

23,1 
28,7 

8 M urea 0,16 M M E p H 9,5 
Fenol: ecetsav: urea : víz 
2 w: Í v : 1,2 w: Í v 

AZEN és m t s a i 1965 
LIMBER és mt sa i 1970 

teljes 5 4 , 2 5 
9 5 

n-butanolos ex t rakc ió 1 : 1 
О C°, 25', u t á n a dialízis p H 4,5 
5 0 % piridinnel t ö r t é n ő oldás u t á n 
dializis p H 7 

ZWAAL é s V A N D E E N E N 1 9 6 8 

B L U M E N F E L D 1 9 6 8 

teljes 44 * 

41,7 * 

5 % saponin 
3 % SDS 
1 % SDS és 1%/SME 
6 mg deoxykolá t /mg fehérje 

B A K E R M A N N é s W A S E M I L L E R 1 9 6 7 
FAIRBANKS és mtsa i 1971 
B A K E R M A N N é s W A S E M I L L E R 
1 9 6 7 

91,8 
100 ~ 

54,6 

28,7 
100 
100 

5 mg T X 100/mg fehér je MILLER 1 9 7 0 ~ 50 58 

* = v ízo ldha tó fehérje 

f Mobilitás 
(m mjmm) 

b 10 

2 

3 

\ 

К 
5 

6 
7 

8 

9 
« 

12 

0,5 

Start 

-0,1 

+ 7-globulin giobln membrán 

1. ábra. Urea- ME-os keményí tő gélben használ t számozási rendszer semat ikus ábrázolása 
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összes t ö b b i f rakc ió m o b i l i t á s á t . A g lob in fő t ömege t e h á t az 1 f r akc ió az I g G 
ped ig a 8. 

A 2 . á b r á n az urea-/?ME-os o ldás mel le t t levő ké t m i n t a MARCHESI és 
m t s a i ( 1 9 6 9 ) és TILLACK és m t s a i ( 1 9 7 0 ) á l tal le ír t o ldási módsze r e r e d m é n y e , 
a m e l y LO"3 M E D T A és 5. 10~ 3 M /ЗМЕ szembeni 48 órás dialízissel készül t 
p H 7,5 -)- 4 °C-on. Az o ldás e r e d m é n y e a „ s p e c t r i n " . A dialízis u t á n m a r a d t 
c s a p a d é k o t AZEN és m t s a i (1965) urea-/S ME-os h a s í t ó j á b a n o l d o t t u k össze-
h a s o n l í t á s vége t t . A menny i ség i összehasonl í tás képe 3. á b r a . 1 5 , 2 5 % f e h é r j é t 
s ike rü l t k io ldani és ez az urea-/3ME-os k e m é n y í t ő gélben egységesnek lá t sz ik . 

A n a g y k o n c e n t r á c i ó j ú s ó o l d a t t a l való o ldás t 1 M N a J - b a n (MATSUI és 
SCHWARZ 1 9 6 6 ) és 0 , 8 M NaCl -ban ( R O S E N B E R G és GUIDOTTI 1 9 6 9 ) v égez tük 
1. 4. á b r á n . N a J - o s o ldássa l 2 3 , 1 % f e h é r j é t , NaCl -da l 2 8 , 7 % f e h é r j é t s ikerü l t 
k io ldan i . Az 5. áb r án l á t h a t ó a menny i ség i k iér tékelés . Viszonylag kevés m e m b -
r á n f e h é r j e f r akc ió t e r e d m é n y e z t e k ezek az o ldások. E g y m á s h o z v i s zony í tva a 
NaCl-os oldás e l e k t r o f o r e t o g r a m j á b ó l h iányz ik a 9. f r akc ió és a mennyiség i 
eloszlás is kü lönböző . 

2. ábra. Urea-jSBME-os keményí tő gél elektroforézis. Minták: középső: Spectrin, melyet mem-
brán szuszpenzióból 1 0 - 3 M/3EDTA, 5 , 1 0 _ 3 M ME-t tartalmazó oldattal szembeni dialízissel 
o ldottunk ki. Baloldali: dialízis után m a r a d t csapadék urea-/S ME-os hasítóval oldva. Jobb-

oldali: membránfehérje urea-/SME-t tartalmazó hasítóval o ldva 

MTA Biol. Oszt. Közi. 21 (1978) 
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3. ábra. Mennyiségi k ié r téke lése az EDTA-/? M E szemben i dia l íz issel n y e r t m e m b r á n f ehé r j e 
e l e k t r o f o r e t o g r a m j á n a k . G ö r b é k a : 1 0 ~ 3 M E D T A és 5 1 0 ~ 3 M /ЗМЕ s z e m b e n i dial ízis csapa-

d é k a o l d v a urea-/SME-os h a s í t ó b a n . b : s p e c t r i n 

A detergenses oldások közü l az 5 % Saponin és a 3 % SDS (BAKERMANN 
és WESEMILLER 1967) e r e d m é n y e l á t h a t ó a 4. á b r á n . A Sapon inos módszer 
28 ,7%-os az SDS 91,8%-os gyakor la t i l ag te l jes k io ldás t e r e d m é n y e z e t t . A de-
te rgenses o ldásoknál észlel tünk az urea-/?ME-os k e m é n y í t ő gélben egy jelleg-
zetesen lassú anódos mobi l i t ású f rakc ió t , amelyet a m e m b r á n f e h é r j é h e z kö-
t ö t t e n m a r a d t anionos de te rgens okoz. A 6. áb rán a Saponinos o ldás mennyi-

+ 
А В С 1) E F 

4. ábra. Viea-ß M E - o s k e m é n y í t ő gél e lek t roforéz i s . M i n t á k : A: 3 % S D S . B : 5 % S a p o n i n , С: 
1 M N a J , D : 0,8M NaCl , E : f eno l : e c e t s a v : u r e a : v íz = 2w: l , 2 w : Ív, F : 8 M u r e a és 0,16 M 

/ЗМЕ t a r t a l m ú o ldósze rekke l o ldva a m e m b r á n f e h é r j é k 
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ségi ér tékelése l á t h a t ó . Az e lek t rofore togram viszonylag kevés m e m b r á n -
fehér je f r akc ió t t a r t a l m a z . Nagy mennyiségi és minőségi hasonlóság m u t a t k o -
zik a sapon in és a NaCl-os oldással n y e r t m e m b r á n f e h é r j e komponensek közö t t , 
e l tek in tve a detergens oldás jellegzetes f rakc ió já tó l . 

AZEN és mtsa i (1965) 8 M u r e á b a n és 0,16 МДМЕ-lel o ldot ták a m e m b r á n -
fehé r j éke t p H 9,5-ön. L I M B E R és mt sa i (1970) is u r e á v a l o ldot tak savas közeg-
ben fenol , ecetsav, u r e a , víz (2w : Í v : 1 ,2W : 1 v), (PAU)-keverékkel . Urea-/? 
ME-os has í tóva l 5 4 , 2 5 % , PAU-va l 9 5 % f e h é r j é t o l d o t t u n k ki 1. 4. á b r á t . 

6. ábra. Mennyiségi kiértékelése a 5% saponinnal oldott membrán fehérjék elektroforetogram-
jának, b görbe: összehasonlítva, a 0,8 M NaCl oldási eredményével 

MTA Biol. Oszt. Közi. 21 (1978) 

5. ábra. Mennyiségi kiértékelése a nagy só koncentrációval oldott membrán fehérjék elektro-
foretogramjának. Görbék: a: ÍM NaJ 0,8 M NaCl 
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A 7. ábrán látható a két módszerrel nyert fehérjék mennyiségi eloszlása. 
Igen nagy az eltérés egymáshoz viszonyítva. A PAU oldás egyetlen jellegzetes 
frakciója a 11, közvetlenül a s tar t előtt. A szerzők az eredeti leírásban urea-ß 

7. ábra. Mennyiségi kiértékelése a különböző módszerekben használt urea által kioldott memb-
rán fehérjék elektroforetogramjának. Görbék: a: éteres extrakció után oldva 8 M urea, 0,16 
M /ЗМЕ tartalmú hasító oldattal b: éteres extrakció nélkül oldva urea-/? ME-os hasítóban c: 

fenol: ecetsav: urea: víz 2w: Ív: l ,2w: Ív 

S t a r t -

+ 
8. ábra. Urea-/? ME-os keményítő gél elektroforézis. Vízoldható membrán fehérjék összehason-
l í tása. a: n-butanolos extrakció vizes fázisa, ezt dializáltuk p H 4,5 desztillált víz ellen b: a felül-
úszó-vízoldható fehérjék, c: csapadék urea-/?ME-os hasítóval oldva, d: piridinnel oldott mem-
brán fehérjék képe ezt dializáltuk desztillált víz ellen e: felülúszó-vízoldható fehérjék f: csapa-

dék urea-/? ME-os hasítóval oldva 
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ME-os o ldás e lő t t é t e r re l e x t r a h á l t á k a m e m b r á n t , a z o n b a n ROSENBERG és 
GUIDOTTI ( 1 9 6 9 ) ú g y t a l á l t á k , h o g y a m e m b r á n f e h é r j é k 1 0 % - á t o ld ja az é t e r . 
E z é r t h a s o n l í t o t t u k össze az é t e r r e l e x t r a h á l t és az i n t a k t m e m b r á n p r o t e i n e k 
ill. a l i p o p r o t e i n e k e l e k t r o f o r e t i k u s v i se lkedésé t . Mint l á t h a t ó a 7. á b r á n a 
f r a k c i ó k s z á m a , mob i l i t á sa és menny i ség i v i s z o n y a i nem m u t a t n a k e l t é r é s t . 

A v í z b e n oldódó m e m b r á n f e h é r j é k e t k é t módsze r re l o l d o t t u k : n - b u t a n o l o s 
e x t r a k c i ó ( Z W A A L és VAN D E E N E L 1 9 6 8 ) és p i r i d i n n e l való o l d á s ( B L U M E N F E L D 

1 9 6 8 ) u t á n i desz t i l lá l tv izes dial ízissel . M A D D Y ( 1 9 6 4 ) n - b u t a n o l o s e x t r a k c i ó t 
h a s z n á l t ö k ö r v ö r ö s v é r s e j t m e m b r á n o l d á s á r a , k é s ő b b PouLiK és LAUF ( 1 9 6 5 ) 

az ember i v ö r ö s v é r s e j t m e m b r á n f e h é r j é k e t o l d o t t á k ki n - b u t a n o l o s e x t r a k c i ó -
va l . Mi Z W A A L és VAN D E E N E N ( 1 9 6 8 ) le írása s ze r in t v a l ó s í t o t t u k meg az e x t -
r akc ió t 1 : 1 a r á n y ú n - b u t a n o l l a l 0 °C-on 25 pe rc ig t ö r t é n ő k i r á z á s u t á n p H 
4,5-ön d i a l i z á l t u k a m i n t á k a t . Ü g y t a l á l t u k , h o g y 4 4 % - a a n - b u t a n o l o s e x t r a k c i ó 
vizes f á z i s á n a k víz o l d h a t ó . Az e l e k t r o f o r e t o g r a m képe a 8. á b r a . A n - b u t a n o l o s 
ex t r akc ió vizes fáz i sá t és a dialízis u t á n v i s s z a m a r a d t c s a p a d é k o t urea-j3 M E - o s 
has í tó o l d a t t a l o l d o t t u k . E z e k b e n az e s e t e k b e n ez a has í tó t e l j e s e n o l d o t t . A 
9. áb ra a m e n n y i s é g i é r t éke lés t m u t a t j a . Az l . , 2 . , 3 . ,4 . ,5 . f r a k c i ó k m i n d k é t f á z i s -
b a n m e g t a l á l h a t ó k , m í g a 9.10. t e l j e s egészében csak a vizes f á z i s b a n v a n n a k . 
A m e m b r á n f e h é r j é k t e l j e s o ldása lehe tséges t ö b b , min t 3 0 % - o s v é g k o n c e n t r á -
ciójú p i r i d i n n e l (BLUMENFELD 1968). Az 5 0 % pir idinnel t ö r t é n t oldás u t á n 
n y e r t f r a k c i ó k a 8. á b r á n l á t h a t ó k . Desz t i l l á l t vízzel s z e m b e n i dialízis u t á n 
v í z o l d h a t ó n a k b i zonyu l t az e r ede t i f e h é r j e 4 1 , 7 % . A 10. á b r á n a m e n n y i s é g i 
ér tékelés l á t h a t ó . A 1., 4 . , 5., 6., 7. f r a k c i ó k e g y része v í z o l d h a t ó , míg a 10. és 
11. f r a k c i ó k te l j es menny i sége a v izes f á z i s b a n l á tha tó . 

Az 1. összefoglaló t á b l á z a t b a n m e g t a l á l h a t ó az eddig rész le teze t t o l d á -
sokon k í v ü l az an ionos dezox iko l á t és a n e m ionos T r i t o n X 100 ( T X 100) 
de t e rgensek m e m b r á n f e h é r j e oldó képessége is. E z t a k e t t ő t igen e l t e r j e d t e n 
h a s z n á l j á k m e m b r á n f e h é r j e és e n z i m v i z sgá l a tokhoz , m i v e l n e m s z ü n t e t i k 

9. ábra. Mennyiségi kiértékelése a n-butanolos extrakció u tán kapott m e m b r á n fehérjék e lektro-
foretogramjának. Görbék: a: n-butanolos extrakció vizes fázisa o ldva urea-/? ME-ban b: 

dialízis utáni csapadék oldva итеа-ß ME-ban c: vízoldható fehérjék 

MTA Biol. Oszt. Köt. 21 (1978) 
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meg a fehér je - fehér je kö lc sönha tá soka t és a legtöbb f ehé r j e megőrzi negyed-
leges szerkeze té t , de jó l i smer tek az e l lenpéldák is. B á r a T X 100-nak kisebb 
a kö lcsönha tása a f e h é r j é k k e l , mint az anionos dezox iko lá tnak , mégis ká rosan 
befolyásolja a N a + K + C a + ATPáz , c i tokróm-oxidáz , glukóz-6-foszfát-
dehidrogenáz , adeni lá t -c ik láz b ioak t iv i t á sá t . ( H E L É N I U S és S I M O N 1 9 7 2 ) . 

A f e h é r j e v i z s g á l a t o k b a n fo r rada lmi fej lődést j e l e n t e t t az SDS poliakri l-
amid gél e lektroforézis módszerének bevezetése . U g y a n i s az anionos de tergens 
SDS és ß M E je len lé tében oldott f e h é r j e min tákbó l lehetségessé v á l t , hogy 
szepará l juk és molsúly szer in t i den t i f i ká l j uk a f e h é r j é k polipeptid l ánca i t . 

A l i . á b r á n l á t h a t ó n o r m á l vörösvérse j t m e m b r á n SDS pol iakr i lamid gél 
e lek t rofore togramja , aho l a F A I R B A N K S és mtsa i ( 1 9 7 1 ) számozási rendszerével 
neveztük el a polipeptid l á n c o k a t . 

Az S D S pol iakr i lamid gél igen a l k a l m a s módszer , h a a pol ipept id lánc 
összetétel é rdekel , de a h á t r á n y az a mi v izsgá la ta inkná l , hogy a vörösvérse j t 
membrán összete t t f e h é r j é b ő l álló k o m p l e x . E n n e k o ldása u tán az e lektro-
forézissel k a p o t t , molsú ly szerint e loszlot t po l ipept id láncok valószínűleg 
mindegyike heterogén, a pol ipept id lánc aminosav szekvenc iá j a s z e m p o n t j á b ó l 
és lehetnek j e l en k i smennyiségű pol ipept id láncok is (GUIDOTTI 1972). H o g y ez 
milyen p r o b l é m á t je lent m u n k á n k során , k é t példát sze re tnék i t t részletezni . 

A vörösvérse j t f agyasz t á sako r gl icer int ha szná lunk kr iopro tek t ív ágens-
ként , ennek e l távol í tása i gen fontos f e l a d a t . A l i . á b r á n a I a különböző mosás-
sal a I I agglomerác ióva l glicerin m e n t e s í t e t t n o r m á l humán vörösvérse j t 
m e m b r á n f e h é r j é k e lek t ro fo re togramja . L á t h a t ó , hogy az agglomerációs men-
tesítési módsze rek a l k a l m a z á s a u tán 128 000 ^ 13 000 d a l t o n molekulasúl lyal 
ú j po l ipept id lánc j e l e n t k e z e t t , mint erről b e s z á m o l t u n k (HARSÁNYI és mtsa i 
1975). A z o n b a n az e lek t rofore togram a l a p j á n nem l ehe t megítélni, v a j o n egy 
nagy molsú lyú po l ipep t id lánc részleges degradác ió ja , v a g y kis molekulasú lyú 
frakciók aggregálódása okozza-e ezt a v á l t o z á s t . 

A 12. á b r á n l á t h a t ó egy zá rvány t e s t anaemiás b e t e g m e m b r á n f e h é r j e 
e lek t ro fore togramja , итеа-ß ME-os k e m é n y í t ő gélben, u r e a /JME-os has í t óva l 
tö r t én t o ldás u t á n . Mint er rő l ko rábban beszámol tunk (SZELÉNYI és mtsa i 
1972) ú j k a t ó d o s mobi l i t ású f rakciók j e l en tkez tek . A z o n b a n ezekről a m i n t á k -
ról készült S D S pol iakr i lamid gélen semmifé le vál tozás t n e m tudunk k i m u t a t n i . 
Tehát az ú j f rakc iók alegységeinek molekulasú lya n e m különbözik a n o r m á l 
molekulasúly eloszlásától. 

Összefoglalva e redménye inke t , g y a k o r l a t b a n c sa t l akozunk K A P L A N és 
C R I D D L E (1971) megál lap í tásához , hogy az urea és S D S t a r t a l m ú o ldószerek 
és a gél r endsze rek á l t a l á b a n kielégítő e r edményeke t n y ú j t a n a k a m e m b r á n -
fehérjék ka rak t e r i zá l á sához , ez azonban c s a k a fehér je vá l tozások de t ek t á l á sá r a 
igaz. R e n d k í v ü l gondosan kel l azt az o ldás i módszer t k iválasz tani , a m e l y a 
vizsgálandó m e m b r á n f e h é r j e és további kísér le te ink célki tűzéseinek l eg inkább 
megfelel. 
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10. ábra. Mennyiségi kiértékelése a piridinnel oldott membrán fehérjék elektroforetogram-
jának. Görbék: a: 50% piridinnel oldott, b: dializis utáni csapadék oldva urea-/? ME-ban c: 

vízoldható fehérjék 

N 1/1 1/2 E/3 Ж/k 
11. ábra. SDS poliakrilamid gél elektroforézis. Normális és fagyasztott humán vvs membrán 
fehérjék elektroforetograinja N normál 1/1 és 1/2 különböző mosási eljárásokkal II/3 és II/4 
különböző agglomerációs eljárásokkal glicerin mentesített vvs membrán fehérjék elfoképe 

(HARSÁNYI és mtsai 1975) — új polipeptid lánc. 128 000 ± 13 000 dalton molekulasúllyal 

MTA Biol. Oszt. Közi. 21 (1978) 
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12. ábra. Urea-/? ME-os keményítő gél elektroforézis. N normál és ZB zárványtestes anaemiás 
beteg vvs membrán fehérje elektroforetogramja 
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