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Az életfolyamatokban déntd szerepet jatszé biomembranok szerkezetét
a membranfehérjék determinaljak. A membranfehérjék megismerésének és
vizsgalatanak elsG lépése a membranfehérjék oldasa, amelyre nincs egy alta-
lanosan elfogadott médszer. Az irodalomban igen sokféle oldasi médszert
alkalmaznak és a feloldott membranfehérjéket kiillonb6z6 vizsgalé médszerek-
kel hasonlitottak 6ssze pl: gélsziirés,ioncserés-, affinitasi kromatografia, elekt-
roforézis és elektrofokuszalas stb.

A membran preparalas normal humén vorssvérsejtb6l PARKER és Horr-
MANN (1964) médszerével; 10-¢ M Etiléndiamintetraecetsav (EDTA) jelenlété-
ben készitettink membrant. '

Fehérjemeghatarozas: mikrobiuret préba BaiLey (1962) szerint. Mivel
a legtobb fehérjeoldészer zavarja a meghatarozast feleslegben alkalmazott
969,-0s alkohollal kicsaptuk a feloldott membranfehérjéket és 2 natrium-
hidroxidos djra oldas utan mértiik a fehérjetartalmat.

Az altalunk 6sszehasonlitott oldasi médszerek (l. 1. tabl.) eredményeit
elektroforézissel vizsgaltuk urea-f merkaptoetanol (f ME) tartalmi keményitd
gélben és natriumlaurilszulfat (SDS) tartalmd poliakrilamid gélben.

Urea fME-o0s keményitd gélt AZEN mtsai (1965) szerint készitettiik. A gél
8 M ureat, 0,14 M SME-t tartalmazott pH 3 formiat pufferban. A fehérje-
frakciokat mobilitasuknak megfelelden sorsziamoztuk 1. 1 abran. Mennyiségi
kiértékelését Zeiss-féle mikrodenzitométerrel végeztiik. A mennyiségi abrakon
a globin frakeciék és a y-globulin mobilitasat bejelsltiik, 1 0,78 0,5 mm/mm-nél
levd jelek a globinnak, a 0,3 mm/mm jel pedig a y globulinnak felel meg.

SDS poliakrilamid gél elektroforézis kivitelezése SHAPIRO és mtsai (1967)
szerint. A molekulasilyt WEBERN és OsBORNE (1969) szerint szamoltuk ki
glutaraldehiddel késziilt hemoglobin és albumin polimerek segitségével (PAYNE
1973).

Vizsgalataink azt mutattak, hogy a fenti membran prepardlds utan a
membranhoz kétotten marad a globulinnak 2—59%-a és a p globulin egy része.
Az 1. abran sematikusan abréazoltuk a tiszta globin és IgG mobilitasat is.
A globin komponensei kéziil fgleg a fdkomponens észlelhets a membran készit-
ményekben is, ennek mobilitasat egységnek vettiik és ehhez viszonyitottuk az
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1. tablazat

Kioldott fehérje
0Oldasi médszer Irodalom (mg/100 mg fehérje)
irodalmi |  sajit
10~ M EDTA és 5,1073M f ME TiLLACK és mtsai 1970 20 15,25
pH 7.5 szembeni dializis
1 M NaJ MATSUI és SCHWARZ 1966 23,1
0,8 M NaCl ROSENBERG és GuiporTI 1969 28,7
8 M urea 0,16 M ME pH 9,5 AZEN és mtsai 1965 teljes 54,25
Fenol: ecetsav: urea: viz LIMBER és mtsai 1970 95
2w Iv: 12%W: 1w
n-butanolos extrakeié 1 : 1 ZWAAL és VANDEENEN 1968 teljes 4 *
O C°, 25°, uténa dializis pH 4,5
509, piridinnel t6rténd oldés utan BLuMENFELD 1968 41,7 *
dializis pH 7
59 saponin 28,7
3% SDS BAKERMANN és WASEMILLER 1967 91,8 100
19, SDS és 19,fME FAIRBANKS és mtsai 1971 100 ~ 100
6 mg deoxykolat/mg fehérje BAKERMANN és WASEMILLER 54,6
1967

5 mg TX 100/mg fehérje MiLLER 1970 ~ 50 58

* = vizoldhaté fehérje

Mobilitas
(mm/mm)
— — 4 R0
— 2
...... e 3
= *
— 4
...... —_— 5 KOS
—_— 6
— 7
- —— 8
— 9
— 10
i Start
— 2 lgy
7-globulin  globin  membran P

1. dbra. Urea- ME-os keményitd gélben hasznélt szdmozasi rendszer sematikus abrazolasa
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Osszes tobbi frakeié mobilitasat. A globin fG témege tehat az I frakcié az IgG
pedig a 8.

A 2. abran az urea-fME-os oldas mellett levd két minta MARCHESI és
mtsai (1969) és TiLLACK és mtsai (1970) altal leirt oldasi médszer eredménye,
amely 10-3 M EDTA és 5. 10-3 M BME szembeni 48 éras dializissel késziilt
pH 7,5 4 4 °C-on. Az oldas eredménye a ,spectrin”. A dializis utdn maradt
csapadékot AzEN és mtsai (1965) urea-f ME-os hasitéjaban oldottuk &ssze-
hasonlitas végett. A mennyiségi dsszehasonlitas képe 3. abra. 15,259, fehérjét
sikeriilt kioldani és ez az urea-fME-os keményits gélben egységesnek latszik.

A nagy koncentraciéju séoldattal valé oldast 1 M NaJ-ban (MATsur és
ScEwARrz 1966) és 0,8 M NaCl-ban (RoseENBERG és Guiporti 1969) végeztiik
1. 4. abran. NaJ-os oldassal 23,19, fehérjét, NaCl-dal 28,79, fehérjét sikeriilt
kioldani. Az 5. abran lathaté a mennyiségi kiértékelés. Viszonylag kevés memb-
ranfehérje frakciét eredményeztek ezek az oldasok. Egymashoz viszonyitva a
NaCl-os oldéas elektroforetogramjaboél hianyzik a 9. frakecié és a mennyiségi
eloszlas is kiilonbo24.

2. dgbra. Urea-fBME-o0s keményit8 gél elektroforézis. Mintak: kiozépsé: Spectrin, melyet mem-

bran szuszpenziéb6l 102 MBEDTA, 5,10-3 M ME-t tartalmaz6 oldattal szembeni dializissel

oldottunk ki. Baloldali: dializis ut4n maradt csapadék urea-f ME-os hasitéval oldva. Jobb-
oldali: membréanfehérje urea-fME-t tartalmazé hasitéval oldva
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3. dbra. Mennyiségi kiértékelése az EDTA-$ ME szembeni dializissel nyert membrén fehérje

elektroforetogramjanak. Gérbék a: 10~3M EDTA és 5 10~*M SME szembeni dializis csapa-
déka oldva urea-fME-os hasitéban. b: spectrin

A detergenses oldasok kéziil az 5%, Saponin és a 39, SDS (BAKERMANN
és WESEMILLER 1967) eredménye lathaté a 4. abran. A Saponinos médszer
28,7%,-0s az SDS 91,8%;-0s gyakorlatilag teljes kioldast eredményezett. A de-
tergenses olddsoknal észleltiink az urea-fME-os keményitd gélben egy jelleg-
zetesen lassi anédos mobilitasi frakciét, amelyet a membranfehérjéhez ko-
totten maradt anionos detergens okoz. A 6. dbran a Saponinos oldis mennyi-

4. dbra. Urea-f ME-o0s keményits gél elektroforézis. Mintdk: A: 39, SDS,B: 5%, Saponin, C:
1 M NaJ, D: 0,8M NaCl, E: fenol: ecetsav: urea: viz = 2w: 1,2w: lv, F: 8 M urea és 0,16 M
SME tartalmi oldészerekkel oldva a membran fehérjék
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5. Gbra. Mennyiségi kiértékelése a nagy s6 koncentriaciéval oldott membrén fehérjék elektro-
foretogramjénak. Gorbék: a: IM NaJ 0,8 M NaCl

ségi értékelése lathaté. Az elektroforetogram viszonylag kevés membran-
fehérje frakciot tartalmaz. Nagy mennyiségi és minGségi hasonlésdg mutatko-
zik a saponin és a NaCl-os oldassal nyert membréanfehérje komponensek kozott,
eltekintve a detergens oldas jellegzetes frakciéjatol.

AZEN és mtsai (1965) 8 M ureaban és 0,16 MBME-lel oldottdk a membran-
fehérjéket pH 9,5-6n. LIMBER és mtsai (1970) is ureaval oldottak savas kozeg-
ben fenol, ecetsav, urea, viz 2w : 1v : 1,2W : 1 v), (PAU)-keverékkel. Urea-f
ME-os hasitéval 54,259, PAU-val 959, fehérjét oldottunk ki l. 4. abrat.

6. Gbra. Mennyiségi kiértékelése a 5%, saponinnal oldott membran fehérjék elektroforetogram-
janak, b gorbe: osszehasonlitva, a 0,8 M NaCl oldéasi eredményével
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A 7. abran lathat6 a két médszerrel nyert fehérjék mennyiségi eloszlasa.
Igen nagy az eltérés egymashoz viszonyitva. A PAU oldas egyetlen jellegzetes
frakciéja a 11, kézvetleniil a start el6tt. A szerzdk az eredeti lefirasban urea-f

7. dabra. Mennyiségi kiértékelése a kiilonb6z6 médszerekben hasznélt urea 4ltal kioldott memb-

ran fehérjék elektroforetogramjinak. Gorbék: a: éteres extrakci6 utdn oldva 8 M urea, 0,16

M BME tartalmu hasité oldattal b: éteres extrakeié nélkiil oldva urea-f ME-os hasitéban c:
fenol: ecetsav: urea: viz 2w: 1v: 1,2w: 1v

Start s

-

a b c d e f

8. dbra. Urea-f ME-os keményitd gél elektroforézis. Vizoldhaté6 membran fehérjék osszehason-

litdsa. a: n-butanolos extrakci6 vizes fazisa, ezt dializaltuk pH 4.5 desztillalt viz ellen b: a feliil-

1szé-vizoldhaté fehérjék, c: csapadék urea-fME-os hasitéval oldva. d: piridinnel oldott mem-

brén fehérjék képe ezt dializaltuk desztillalt viz ellen e: feliiltisz6-vizoldhaté fehérjék f: csapa-
dék urea-f ME-os hasitéval oldva
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ME-os oldas eldtt éterrel extrahaltdk a membrant, azonban ROSENBERG és
Guiporrtr (1969) ugy talaltdk, hogy a membranfehérjék 109,-at oldja az éter.
Ezért hasonlitottuk 6ssze az éterrel extrahalt és az intakt membranproteinek
ill. a lipoproteinek elektroforetikus viselkedését. Mint lathaté a 7. dbran a
frakciok szama, mobilitdsa és mennyiségi viszonyai nem mutatnak eltérést.

A vizben 0ld6dé membranfehérjéket két médszerrel oldottuk: n-butanolos
extrakeié (ZwAAL és VAN DEENEL 1968) és piridinnel valé oldas (BLUMENFELD
1968) utéani desztillaltvizes dializissel. MADDY (1964) n-butanolos extrakciét
hasznalt 6kér viorosvérsejt membran oldasara, késébb PouLik és Laur (1965)
az emberi vordsvérsejt membranfehérjéket oldottak ki n-butanolos extrakeié-
val. Mi ZwAAL és VAN DEENEN (1968) leirasa szerint valésitottuk meg az ext-
rakeiét 1 : 1 aranyd n-butanollal 0 °C-on 25 percig toérténd kirazas utin pH
4,5-6n dializaltuk a mintakat. Ugy talaltuk, hogy 449%,-a a n-butanolos extrakcié
vizes fazisanak viz oldhaté. Az elektroforetogram képe a 8. abra. A n-butanolos
extrakeid vizes fazisat és a dializis utan visszamaradt csapadékot urea-f ME-os
hasit6 oldattal oldottuk. Ezekben az esetekben ez a hasité teljesen oldott. A
9. dbra a mennyiségi értékelést mutatja. Az1.,2.,3.,4.,5. frakciok mindkét fazis-
ban megtalalhaték, mig a 9.10. teljes egészében csak a vizes fazisban vannak.
A membranfehérjék teljes oldasa lehetséges tobb, mint 309, -0s végkoncentra-
ciéji piridinnel (BLumENFELD 1968). Az 509, piridinnel tortént oldés utan
nyert frakciék a 8. abran lathaték. Desztillalt vizzel szembeni dializis utan
vizoldhaténak bizonyult az eredeti fehérje 41,79,. A 10. abran a mennyiségi
értékelés lathato. A 1.,4.,5.,6.,7. frakciék egy része vizoldhaté, mig a 10. és
11. frakciék teljes mennyisége a vizes fazisban lathaté.

Az 1. dsszefoglalé tablazatban megtalalhaté az eddig részletezett olda-
sokon kiviil az anionos dezoxikolat és a nem ionos Triton X 100 (TX 100)
detergensek membranfehérje oldé képessége is. Ezt a kettdt igen elterjedten
hasznaljadk membranfehérje és enzim vizsgalatokhoz, mivel nem sziintetik
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9. dbra. Mennyiségi kiértékelése a n-butanolos extrakei$ utdn kapott membran fehérjék elektro-

foretogramjanak. Gorbék: a: n-butanolos extrakcié vizes fazisa oldva urea-f ME-ban b:
dializis uténi csapadék oldva urea-f ME-ban c: vizoldhaté fehérjék
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meg a fehérje-fehérje kolcsonhatasokat és a legtobb fehérje megdrzi negyed-
leges szerkezetét, de jol ismertek az ellenpéldik is. Bar a TX 100-nak kisebb
a kolesonhatasa a fehérjékkel, mint az anionos dezoxikolatnak, mégis karosan
befolyasolja a Na®™ KT Ca® ATPaz, citokrém-oxidaz, glukéz-6-foszfat-
dehidrogenaz, adenilat-ciklaz bioaktivitasat. (HELENTUS és Simon 1972).

A fehérjevizsgalatokban forradalmi fejlédést jelentett az SDS poliakril-
amid gél elektroforézis médszerének bevezetése. Ugyanis az anionos detergens
SDS és f ME jelenlétében oldott fehérje mintidkbol lehetségessé valt, hogy
szeparaljuk és molsily szerint identifikaljuk a fehérjék polipeptid lancait.

A 11. abrén lathaté normal vérésvérsejt membran SDS poliakrilamid gél
elektroforetogramja, ahol a FAIRBANKS és mtsai (1971) szamozasi rendszerével
neveztiik el a polipeptid lancokat.

Az SDS poliakrilamid gél igen alkalmas médszer, ha a polipeptid lanc
osszetétel érdekel, de a hatrany az a mi vizsgalatainknal, hogy a vérdsvérsejt
membran dsszetett fehérjébdl allo komplex. Ennek oldasa utan az elektro-
forézissel kapott, molsily szerint eloszlott polipeptid liancok valészintileg
mindegyike heterogén, a polipeptidlanc aminosav szekvenciaja szempontjabsl
és lehetnek jelen kismennyiségi polipeptid lancok is (Guiporti 1972). Hogy ez
milyen problémat jelent munkank sorin, két példat szeretnék itt részletezni.

A vorosvérsejt fagyasztasakor glicerint hasznalunk krioprotektiv agens-
ként, ennek eltavolitidsa igen fontos feladat. A 11. abran a I a kiilsnb6z6 mosas-
sal a II agglomericiéval glicerin mentesitett normal humin vorésvérsejt
membranfehérjék elektroforetogramja. Lathaté, hogy az agglomeraciés men-
tesitési modszerek alkalmazasa utan 128 000 + 13 000 dalton molekulasillyal
1j polipeptidlanc jelentkezett, mint errgl beszamoltunk (HArsANYI és mtsai
1975). Azonban az elektroforetogram alapjan nem lehet megitélni, vajon egy
nagy molsilyd polipeptidlanc részleges degradaciéja, vagy kis molekulasilyid
frakciok aggregalédasa okozza-e ezt a valtozast.

A 12. abran lathaté egy zarvanytest anaemias beteg membranfehérje
elektroforetogramja, urea-f ME-o0s keményité gélben, urea fME-os hasitéval
tortént oldas utan. Mint errdl kordbban beszamoltunk (SzErLENyr és mtsai
1972) 1j katédos mobilitasd frakciok jelentkeztek. Azonban ezekrgl a mintak-
rol késziilt SDS poliakrilamid gélen semmiféle valtozast nem tudunk kimutatni.
Tehat az uj frakciok alegységeinek molekulasilya nem kiilénbézik a normal
molekulasuly eloszlasatol.

Osszefoglalva eredményeinket, gyakorlatban csatlakozunk KAPLAN és
CriDDLE (1971) megallapitasahoz, hogy az urea és SDS tartalmi oldészerek
és a gél rendszerek altalaban kielégité eredményeket nydjtanak a membran-
fehérjék karakterizalasahoz, ez azonban csak a fehérje valtozasok detektalasara
igaz. Rendkiviil gondosan kell azt az oldasi médszert kivalasztani, amely a
vizsgalandé membranfehérje és tovabbi kisérleteink célkitiizéseinek leginkabb

megfelel.
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10. abra. Mennyiségi kiértékelése a piridinnel oldott membran fehérjék elektroforetogram-
janak. Gorbék: a: 509, piridinnel oldott, b: dializis uténi csapadék oldva urea-f ME-ban c:

vizoldhaté fehérjék

11. dbra. SDS poliakrilamid gél elektroforézis. Normalis és fagyasztott humén vvs membrin

fehérjék elektroforetogramja N normal I/1 és I/2 kiilonb6z6 mosasi eljardsokkal I1/3 és I1/4

kiilonboz6 agglomeraciés eljardsokkal glicerin mentesitett vvs membran fehérjék elfoképe
(HARSANYI és mtsai 1975) — 1j polipeptid lanc. 128 000 4 13 000 dalton molekulasillyal
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16.

Start -

N B

dbra. Urea-f ME-os keményits gél elektroforézis. N normal és ZB zarvinytestes anaemiés
beteg vvs membran fehérje elektroforetogramja
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