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1. Bevezetés 

A biológiai m e m b r á n o k szerkezetének fe lépí tésében a l ip ideken és fehér -
j é k e n k ívül s zénh id rá tok is részt vesznek . Ezek a szénhidrá tok részben a gliko-
l ip idek , részben a gl ikoprote inek szénhidrá t -egységeinek alkotórészei . A szén-
h i d r á t o t t a r t a lmazó molekulák azon kívül , hogy a m e m b r á n o k s t r u k t ú r á j á b a n 
f o n t o s felépítő sze repe t j á t s z a n a k , egyéb biológiai funkc iókka l is rendelkez-
h e t n e k , például a glikolipidek k ö z ö t t ta lá l juk m e g az A B H vércsopor t -an t i -
géneke t , a g l ikoprote inek közöt t ped ig t ranszp lan tác iós an t igéneke t , fe lüle t i 
lec t in- , virus-, immunoglobu l in - és egyéb r ecep to roka t . A gl ikoprote inek 
szénh id rá t részének a legtöbb e se tben meg h a t á ro zó szerepe v a n a biológiai 
f u n k c i ó b a n , ezért szerkezetük i smere t e igen f o n t o s . A felület i g l ikoprote inek 
elhelyezkedése, szerkeze te a se j t t r ansz fo rmác ió j a során je len tősen megvál -
toz ik , és ez a v á l t o z á s az egész s e j t m e m b r á n s t r u k t ú r á j á t é r in t i . 

Az utóbbi é v e k b e n t i s z t áz t ák a sej tek o l d h a t ó gl ikoprote inje inek szer-
k e z e t é t , f unkc ió j á t , ső t szintézisének mechan i zmusá t is. Ezér t jelenleg a s t r u k -
t u r á l i s a n kötö t t membrán-g l ikopro te inek k u t a t á s a kerül t e lőtérbe . Tisz ta for-
m á b a n tör ténő e lőál l í tásuk, o l d a t b a vitelük sok p rob lémát v e t e t t fel, és k a p -
cso la tos a s e j t m e m b r á n o k prepará lás i p rob lémáiva l is. A v izsgá la tok j e l en tős 
e redménye i és a k idolgozot t s zámos ú j módszer ellenére a kérdések még messze 
v a n n a k a megoldás tó l . A p l a z m a - m e m b r á n t i s z t a f o r m á b a n tö r t énő előállí-
t á s a , a fehér jék szolubilizálása csak kevés e s e t b e n o ldható meg. Az eddigi 
e redményekrő l és néhány s a j á t k ísér le tünkről szeretnék beszámolni , össze-
hason l í t va azoka t az i rodalomból ismert t ényekke l . Ezek a kísérletek a l imfo-
c i t á k p l a z m a - m e m b r á n gl ikoproteinjeivel kapcso la tosak , ezért a t o v á b b i a k b a n 
e lsősorban a p l a z m a - m e m b r á n o k k a l szeretnék foglalkozni , kü lönös t e k i n t e t t e l 
a l imfoci tákkal kapcsola tos p róbá lkozásokra . 

2. A plazma-membránok szerkezete 

A plazma-membrán izolálás technikai problémái és módszerei 

A m e m b r á n o k szerkezetével kapcso la tban többféle model l t do lgoz tak 
k i , és egyelőre n i n c s még egyér te lműen e l fogado t t vá l toza t . Az t i tóbbi i dőben 
egyre e l fogado t t abbá válik az ű n . f lu id-mozaik modell , ame lye t először S I N G E R 
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és N I C O L S O N í r t le 1972-ben [21, 6 7 , 8 7 , 99, 119]. A mode l l t v á z l a t o s a n m u t a t -
j u k be az 1. á b r á n . L á t h a t ó , hogy a m e m b r á n a l a p j á t egy f l u i d szerkeze tű 
l ip id ke t t f í s r é t eg m á t r i x a l k o t j a , és e b b e á g y a z ó d n a k , i l letve e h h e z kapcsolód-
n a k a f e h é r j é k (1., ill. 2. á b r a ) . A f e h é r j é k egy része c sak laza, e l e k t r o s z t a t i k u s 
k ö t é s e k k e l k a p c s o l ó d i k a l ip idek po lá ros végeihez , ezé r t m á r a l a c s o n y ionerős-
ségű o l d a t o k k a l l e m o s h a t ó . E z e k az ú n . per i fér iá l i s f e h é r j é k , p l . a m i t o k o n d -
r i u m esetén a c i t o k r ó m с v a g y a v ö r ö s v é r t e s t e k s p e k t r i n j e i . A f e h é r j é k más ik 

F L U I D - M O Z A I K MEMBRÁNMODELL 

P - perifériás fehér jék 
1.2.3. - különböző integrált fehérjék 

1. ábra. A f luid-mozaik membránmodel l vázlatos rajza. P = perifériás fehérjék 1 .2 .3 = integ-
rált fehérjék különböző típusai. A külső felszín fehérjéi szénhidrátot tartalmaznak, ezt az elá-

gazó ágacskák jelzik 

c s o p o r t j a v i szon t m é l y e n b e á g y a z ó d i k a l ip id - ré tegbe , a h h o z apo lá ros kölcsön-
h a t á s o k révén e rősen hozzákapcso lód ik . E z e k az ú n . i n t e g r á l t f e h é r j é k , ame-
l y e k csak erélyes szolubi l izá lás i m ó d s z e r e k k e l v i h e t ő k o l d a t b a . E z e k e g y része 
t e l j e s e n b e á g y a z ó d i k a l ip idbe , m á s o k a m e m b r á n egy ik oldalán k i l ó g n a k a 
l i p idbő l , de e l ő f o r d u l n a k a m e m b r á n o n á t n y ú l ó és a n n a k m i n d k é t o l d a l á n ki-
lógó f e h é r j é k is (1 3. áb ra ) . I l y e n e k pl . a p l a z m a - m e m b r á n N a + K + akt i -
v á l t A T P á z a , a m i t o k o n d r i á l i s e l e k t r o n t r a n s z p o r t enz ime i s tb . A f e h é r j é k 
b e á g y a z ó d á s á n a k m é r t é k e vá l t ozó , pl. a rodopsz in b e á g y a z o t t s á g a f ü g g a 
m e g v i l á g í t á s t ó l (4. áb ra ) . E g y e s mode l l eken f e l t ü n t e t n e k egy ún . kö tő- l ip id -
r é t e g e t , amely m o n o m o l e k u l á r i s r é t e g k é n t vesz i kö rü l a b e á g y a z o t t f e h é r j é t , 
és f e l t é t e l e z h e t ő e n ez lé tes í t i a l ipid - f e h é r j e k ö t é s t (5. á b r a ) . A m e m b r á n f e h é r -
j ék a 2. á b r á n l á t h a t ó m ó d o n a g g r e g á t u m o k a t is a l k o t n a k , egy i lyen aggregá-
t u m b á r m e l y a l k o t ó r é s z é n e k v á l t o z á s a az egész a g g r e g á t u m e lhe lyezkedésé t , 
f u n k c i ó j á t is é r in t i . G y a k o r l a t i l a g b á r m e l y f e h é r j e v á l t o z á s a az egész m e m b r á n t 
b e f o l y á s o l h a t j a , é p p e n az a g g r e g á t u m o k m i a t t . 
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2. ábra. A fluid-mozaik membrán vázlatos térbeli ábrázolása, a lipid kettősrétegbe ágyazódó 
különféle fehérjékkel, a) perifériális fehérje, b) részlegesen beágyazódó fehérje, с) a membrán 
teljes vastagságában beágyazódó fehérjék, párokban, ill. egyszerű molekulákként [CAPALDI, 

1974 után (22)] 

3. ábra. A vörösvértest membrán egyik fehérje-aggregátuma, ame ly két, a membránon keresz-
tülnyúló fehérjéből áll (egy glikoproteinből, a) és egy 87 000-es molekulasúlyú fehérjéből, b) 

amelyhez egy spektrin-molekula c) csatlakozik.) [CAPALDI 1974 után (22 ) ] 
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4. ábra. A rodopszin beágyazottságának függése a megvilágítástól. Balo ldal t a megvilágítatlan 
állapot látható, i t t a molekula egyharmada ágyazódik be, míg a jobboldali képen a megvilágí-

tott állapotban a molekula fé l ig süllyed A lipid mátrixba. [CAPALDI 1974 után (22)] 

5. ábra. A „kötő" lipidréteg. A lipid matrixba ágyazódott fehérjemolekulákat egy molekula 
rétegvastagságban l ipid veszi körül, ame ly az apoláros kapcsolatért felelős. [CAPALDI 1974 

után (22)] 

A p lazma-membránok t i s z t a előállítása és a p r e p a r á t u m o k t i sz taságának 
el lenőrzése k o m o l y feladat . T e l j e s e n tiszta p l a z m a - m e m b r á n t eddig csak a 
vö rösvé r t e s t ekbő l t u d t a k izolálni , mivel az emlős er i t roci ták hemolízise u t á n 
a hemoglobin t a l aposan k imosva t i sz ta m e m b r á n , az ún. g h o s t marad vissza 
[36] . A magvas s e j t e k m e m b r á n j á n a k t iszt í tása enné l sokkal p r o b l e m a t i k u s a b b , 
m u n k a i g é n y e s e b b és a p r e p a r á t u m o k t i sz tasága és k i termelése r i tkán opt i -
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6. ábra. In takt ( l ) erithrocita és ghost(2) membránfehérjéinek jódozhatósága. Az intakt sej t 
csak a külső felületén jódozódik, míg a ghost mindkét felületén. A jódozás t Na13II-dal, lakto-

peroxidáz enzim segítségével végezhetik el. [CAPALDI 1974 u tán (22)] 

mális. A m e m b r á n - p r e p a r á t u m o k t i s z t a ságá t e lektronmikroszkópos és b io-
kémiai módszerekkel ellenőrzik. Az e lekt ronmikroszkópos k é p e k je l lemzők az 
egyes membránfé leségekre , míg a biokémiai vizsgálatok a z o n alapulnak, h o g y 
bizonyos enz imek adot t u l t r a s t r u k t ú r á h o z k ö t ö t t e k [26], és így jellemző, h o g y 
milyen m e m b r á n o k b a n m é r h e t ő magas spec i f ikus enz imakt iv i t ás . A k é m i a i 
összetétel is je l lemző lehet , pl . a p l a z m a - m e m b r á n t a m a g a s sz iá l sav- ta r ta lom 
és magas koleszterol—foszfol ipid arány je l lemzi . A kémiai , biokémiai és e lek t -
ronmikroszkópos ada tok együ t t e sen már kielégítően j e l l emzik az a d o t t pre-
p a r á t u m t i s z t a ságá t . 

Az u t ó b b i időben sokféle sej tből p r ó b á l t a k p l a z m a - m e m b r á n t p r e p a r á l n i . 
Megeml í t jük a má j se j t ek [37, 100], f i b rob la sz tok [71], élesztősejtek [108], 
idegsej tek [48], izomsej tek [63], t h y m o c i t á k [2, 69, 137], l imfoci ták [1, 34, 40] , 
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különfé le t u m o r s e j t ek [55, 89, 139, 140] , t r o m b o c i t á k [88] m e m b r á n j a i n a k 
izo lá lásá t . A módsze rek eléggé e l t é rőek , azonban a l a p e l v ü k azonos . Először 
v a l a h o g y a n f e l t á r j ák a se j t eke t ( i zo tón iá s homogená l á s , h ipotóniás lízis, fa-
gyasz tás- fe lo lvasz tás , n i t rogénes r o b b a n t á s , u l t r ahang-keze lés s t b . ) , a sej t 
a lko tó részeke t d i f f e renc iá l - cen t r i fugá lássa l s z é t v á l a s z t j á k és a k a p o t t mikro-
szómális ü ledékből g r a d i e n s u l t r acen t r i fugá lás sa l k ü l ö n í t i k el az egyes memb-
r á n o k a t . A k a p o t t f r a k c i ó k a t a k o r á b b a n eml í te t t módszerekke l a n a l i z á l j á k , 
t i s z t a s á g u k a t m e g h a t á r o z z á k . Mind a m e m b r á n o k szennyeze t t sége , m i n d ki-
te rmelése f ü g g a p r e p a r á l á s i módszer tő l , l eg többny i re a ké t é r t ékű k a t i o n o k 
koncen t r ác ió j á tó l , a m e l y a p l a z m a m e m b r á n és az e n d o p l a z m a t i k u s r e t i k u l u m 
frakciók s z é t v á l a s z t á s á t befolyásol ja . A l e g k r i t i k u s a b b az op t imá l i s Mg2 + -
k o n c e n t r á c i ó m e g v á l a s z t á s a , amely d ö n t ő e n be fo lyáso l j a a kísér let s ikeré t . 
A k a p o t t p l a z m a - m e m b r á n a l egop t imá l i s abb k i t e rme lés esetén is c s a k a sej t 
összes f e h é r j e t a r t a l m á n a k 1 5 s záza l éká t képviseli . 

A s e j t e k p l a z m a - m e m b r á n j a i n a k v i z sgá l a t á r a ö t l e t e s izotópos módsze re -
ket is a l k a l m a z n a k . 1 3 1 I — - ionokka l a f e h é r j é k csak a k k o r j ó d o z h a t ó k , h a l ak to-
peroxidáz ka ta l i zá l j a a f o l y a m a t o t , az enz im a z o n b a n a sértet len p l a z m a -
m e m b r á n o n n e m képes á t h a t o l n i , ezért c s a k a lipidből k i lógó terminál is jódozó-
dik. Sé rü l t m e m b r á n o k ese t ében azok a f ehé r j ék is j ó d o z ó d n a k , a m e l y e k a 
m e m b r á n be l ső oldalán he lyezkednek el (6 . ábra) . A m ó d s z e r a l k a l m a z á s á n a k 
opt imál is fe l té te le i t is k i d o l g o z t á k [54, 78 , 91, 134]. A t r ipszinnel e lőkeze l t 
sej tek j ó d o z h a t ó s á g a m e g n ő , ezt t e m e t e t t t i roz in -o lda l l áncok felszínre ke rü lé -
sével m a g y a r á z z á k [92, 9 3 ] . A módszer l e h e t ő v é t e t t e a p l a z m a - m e m b r á n fe-
hér jék e x p o n á l t s á g á n a k , f e lü l e t i e lhelyezkedésének v i z s g á l a t á t , ezzel j e l e n t ő -
sen h o z z á j á r u l t a m e m b r á n f e h é r j é k és g l ikopro te inek s ikeres v i z sgá la t ához . 
A v ö r ö s v é r t e s t m e m b r á n o n pl . 5 x l 0 5 mo leku lábó l k b . 15 ezer, v a g y i s 3 % 
jódozha tó m e g , t ehá t ezek he lyezkednek el exponál t h e l y z e t b e n . 

3. A m e m b r á n f e h é r j é k és g l ikoprote inek izolá lása 

Az i n t e g r á l t f ehé r jék m e m b r á n o k b ó l t ö r t é n ő e x t r a k c i ó j á r a a k u t a t ó k igen 
vá l toza tos módsze reke t d o l g o z t a k ki. E z e k k e l a módsze rekke l s z e m b e n az 
a lábbi l e g f o n t o s a b b kÖA retelményeket t á m a s z t j u k : 

a ) a f e h é r j é t tel jes m é r t é k b e n szolubi l izá l ják , t e h á t 100 000 g -ve l ki-
ü lep í the tő részecskéke t az o l d a t ne t a r t a l m a z z o n [101, 104] , amely f e l t é t e l 
egyú t t a l az t is je lent i , h o g y a m e m b r á n t s tab i l izá ló f e h é r j e l i p i d k a p c s o l a t o k a t 
a reagensnek m e g kell b o n t a n i a ; 

b) a r e a g e n s ne v á l t o z t a s s a meg a f e h é r j e pr imer szerkeze té t , t e h á t n e 
b o n t s a meg a p e p t i d k ö t é s e k e t ; 

c) a r e a g e n s ne v á l t o z t a s s a meg a f e h é r j e t é r sze rkeze t é t , vagyis a b io ló-
giai h a t á s á t , i l l e tve f u n k c i ó j á t . 
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A fenti k ö v e t e l m é n y e k n e k egységesen eddig egyetlen módszerrel sem 
lehe t eleget t e n n i . Ál ta lában ragaszkodn i s z o k t a k az a) p o n t b a n megfoga lma-
z o t t fel tételhez, a m e l y a szolubilizációra v o n a t k o z i k , és többé-kevésbé a bioló-
giai funkció sértet lenségéhez, h i szen a f e h é r j é t ennek a l ap j án lehet k i m u t a t n i , 
mérn i . Az a l á b b i a k b a n röviden összefoglal juk a lege l te r jed tebben a lka lmazo t t 
szolubilizációs módszereket . 

1. Az ionerősség és a p H m e g v á l t o z t a t á s a [43, 62, 64, 102 — 104, 109]: 
Az ionerősség jelentős megemelésével bizonyos i n t eg rá l t f ehé r j ék is 

o l d a t b a v ihe tők . E n n e k leg i smer tebb pé ldá j a a h isz tokompat ib i l i tás i an t igének 
szolubilizációja 3 M KCl-dal [103, 104] e m b e r i l imfociták felületéről . Az ex t -
r akc ió t azzal magyarázzák , h o g y a Cl~~-ion ű n . chaotrop ágens , amely előse-
gí t i a f ehé r j e l áncok szé tcsavarodásá t és az aggregál t f ehé r j ekomplexek disszo-
ciációjá t , és ez az apoláros kö lc sönha tá sok fe lbomlásához veze t . I smer t p ró -
bálkozás még az E D T A h a s z n á l a t a [65, 76] is. A pH-megvá l toz t a t á son a l apu ló 
módszerek k ö z ü l megeml í t jük a 0,1 M sósavas extrakciót , amelye t e r i t roc i t a 
m e m b r á n o k e se t ében a l k a l m a z t a k [109]. 

2. Részleges proteol i t ikus bontás f e h é r j e b o n t ó enz imekke l : 
R e n d k í v ü l el ter jedt m ó d s z e r , a lap ja , h o g y a proteol i t ikus emésztés so rán 

a membránbó l kiál ló f ehé r j ék rő l még biológiai lag többé-kevésbé ak t ív f r ag -
m e n t u m o k a t l e h e t lehasítani és oldatba v i n n i . A módszer erősen k r i t i zá lha tó , 
hiszen a b ) p o n t b a n megfoga lmazo t t a l apfe l t é te l t sérti meg , és fe lmerü l a 
gyanú , hogy mivel nem i n t a k t fehér jemolekuláva l do lgozunk a biológiai 
funkc ió is k á r o s o d h a t o t t . Széles körű a lka lmazásá t a módsze r egyszerűsége 
indokol ja , v a l a m i n t az a t é n y , hogy a k a p o t t f r a g m e n t u m o k n a k bizonyos bio-
lógiai a k t i v i t á s a mégis v a n . A lege l t e r j ed tebben használ t enzimek a p a p a i n 
[27, 28, 90, 114] , a tripszin [24, 58, 92, 147] és a pronáz [9, 42, 70]. P a p a i n n a l 
a h isz tokompat ib i l i tás i an t i géneke t , p ronázza l a vörösvér tes tek P H A (f i to-
hemagglu t in in) receptora i t , t r ipszinnel idegsej tek, vörösvér tes tek , l imfoci-
t á k m e m b r á n f e h é r j é i t és g l ikopro te in je i t t ávo l í t o t t ák el. 

3. Reverz ib i l i s d e n a t u r á l ó ágensek haszná l t a : 
E l sőso rban a 6 M guan id in -h id rok lo r ido t a lka lmaz ták [125, 133], azon-

b a n a f ehé r j e dena tu rác ió ja , alegységekre tö r t énő szétesése mia t t a módsze r 
a lka lmazásá t v i t a t j á k [75]. 

4. Sze rves oldószerek haszná la ta : 
R e n d k í v ü l k i t e r j ed ten haszná l j ák . Vízzel nem elegyedő szerves oldó-

szerek h a s z n á l a t á n alapul, m e r t i lyenkor a szolubilizált l ipidek elsősorban a 
szerves f áz i sba , a fehérjék és g l ikoprote inek elsősorban a vizes fázisba ke rü lnek , 
és ezt k ö v e t ő e n egyszerűen e lvá la sz tha tók . Legismer tebbek a bu t ano l víz 
[74, 76], f eno l víz [76], p i r i d in víz [11, 12, 150], k lo ro fo rm me tano l—víz 
[21, 42, 45] elegyek segítségével végze t t szeparálások. A módszer haszná lha -
tóságát e rősen korlátozza a szerves o ldószer denaturá ló ha t á sa . 

5. Mechan ika i módszerek a lka lmazása : 

MTA Biol. Oszt. Közi. 19. (19761 



2 5 4 HRABÁK ANDRÁS 

R i t k á b b a n a lka lmazzák , mivel megfelelő készüléket igényel. A hiszto-
kompat ib i l i t á s i an t igének izolálása a lacsony f r e k v e n c i á j ú hangrezgésekkel 
é rhe tő el [104], kb . 12 15%-os ki termeléssel . A pon tos szolubilizációs mecha -
n izmus nem ismer t , fe l té te lezik , hogy i t t is nem-kova lens jellegű kötések bom-
lanak meg a szonikus energia ha t á sá ra . Az u l t r ahang d e n a t u r á l h a t j a az ant i -
géneket pl . a H-2 an t i gén t [104]. 

6. Szolubilizálás de tergensekkel : 
U g y a n c s a k igen e l t e r j ed t módszer , ionos és nem-ionos de te rgenseke t 

egya rán t a lka lmaznak . Az ionos de te rgensek h á t r á n y a , h o g y gyakran o k o z n a k 
dena tu rác ió t , míg a nem-ionos de te rgensek kíméletes h a t á s á t r endk ívü l le-
r o n t j a , hogy a szolubilizálás u t á n csak igen nehezen t á v o l í t h a t ó k el a f e h é r j e 
mellől [101]. Ezé r t a detergenses módszer haszná la ta igen nagy kö rü l t ek in t é s t 
igényel. A módszer segítségével mindenfé le m e m b r á n f e h é r j e o ldatba v i h e t ő 
és az oldatból kell azoka t különféle módszerekke l t o v á b b t iszt í tani . A legel ter-
j e d t e b b e n haszná l t ionos detergensek a ná t r ium-dodec i l szu l fá t (SDS) és a 
ná t r ium-dezox iko lá t (DOC), a nem-ionosak közül a Tr i ton -X-100 és a N o n i d e t 
P-40(NP-40) , ezekkel a detergensekkel t ö b b e k közö t t vörösvér tes tek , vese 
glomerulus se j tek , l imfoc i ták , vírusok, f ib rob lasz tok m e m b r á n j á b ó l szolubi-
l izá l tak f ehé r j éke t , g l ikoprote ineket [31, 38, 47, 56, 64, 65, 85, 107. 112, 117, 
133]. 

7. Speciális szolubilizációs módszerek a lka lmazása : 
Egyes ese tekben kü lönböző vegyüle tekke l , sokszor ismeret len mechan iz -

mus a l ap ján szolubi l izá lhatók a fehér jék . I lyenkor á l t a l á b a n összetett h a t á -
sokról van szó. Az á l t a lunk is fe lhasznál t egyik ilyen módsze r a mcmbrán-g l iko-
pro te inek szolubi l izációjára l í t ium-di jódszal ic i lá tot (LIS) alkalmaz. E r r ő l 
fel tételezik, hogy részben m i n t ionos de tergens , részben min t „chao t rop ' " -
ágens m ű k ö d i k [59, 79 81, 113]. 

4. A membrán-g l ikopro te inek szerkezetének és funkc ió j ának 
kapcsolata 

A m e m b r á n f e h é r j é k á l ta lános kémiai és f iz ikai -kémiai sa já tosságai n a g y -
részt a membrán -g l ikopro te inek re is é rvényesek . A m e m b r á n f e h é r j é k apo l á ro s 
aminosava i á l t a l á b a n egy n a g y o b b , összefüggő apoláros rég ió t képeznek, és 
ez a h id rofób régió a lipid — fehé r j e k a p c s o l a t b a n fontos sze repe t já tszik. E n n e k 
a h idrofób rég iónak a létezését a vörösvér tes t m e m b r á n ese tében az aminosav -
szekvencia megha tá rozása is igazol ta [81, 113]. A fehér je rész poláros r ég ió j a 
a m e m b r á n felszínén or ien tá lód ik . V a n n a k olyan gl ikoprote inek, a m e l y e k 
á t n y ú l n a k a m e m b r á n o n , és k é t poláros r ég ió juk is van , az egyikhez, a m e l y a 
se j t felszínén helyezkedik el, a szénhidrá t -egységek is hozzákapcsolódnak [81] . 
A szénhidrá t -egységek felszíni elhelyezkedése a p l a z m a - m e m b r á n glikoprotei-
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nek esetében á l ta lánosnak m o n d h a t ó , mive l csak így képesek ellátni an t igén , 
receptor és egyéb biológiai funkc ió ika t . 

A membrán -g l ikop ro t e inek szerkezetében nem t a p a s z t a l t a k kü lönösebb 
el téréseket a m á r megismer t gl ikoproteinek szerkezeti a lapelvei től . A leggyak-
r a b b a n e lőforduló szénh id rá tok : glukóz, mannóz , ga lak tóz ; g lukózamin, man-
nózamin, ga lak tózamin N-ace t i l á l t szá rmazéka i ; fukóz; N-ace t i l -neuroaminsav . 
A két u t ó b b i szénhidrát rendszer in t a szénhidrá t -egységek terminál is szénhid-
r á t j a , így a sziálsavnak f o n t o s szerepet t u l a j d o n í t a n a k a felület nega t ív töl té-
sének b iz tos í t á sában [138]. A szénhidrá t rész rendszer in t megha tá rozza a re-
ceptor, i l le tve antigén f u n k c i ó j á t , bár ez n e m fel té t lenül v a n így m i n d e n eset-
ben. A fehér je rész an t igénsa j á t s ága i t különféle módos í t ásokka l v izsgá l ták , 
pl. k icseré l tek egyes a m i n o s a v a k a t . E z e k a vizsgálatok b e b i z o n y í t o t t á k , hogy 
a legtöbb ese tben t irozin oldalláncok vesznek részt az an t igén - sa j á t s ág meg-
h a t á r o z á s á b a n . Megha tá roz t ák az an t igénhe lyek mére t e i t is. Ezek á l t a l á b a n 
egy hexaszaha r id ( 3 4 x 1 2 x 7 Á) v a g y egy pen t apep t id ( 2 5 x 1 1 x 6 , 5 Á) mé-
reteinek felelnek meg. Mivel egy o k t a p e p t i d min imál i san szükséges az alfa-
helix k ia lakulásához , fe l té te lezik , hogy az ant igén-helyek nem m u t a t n a k heli-
kális s t r u k t ú r á t [97]. 

A szénhidrá t - és a fehér jerész kapcso la t a kovalens . A két l ege l t e r j ed tebb 
kö tés t ípus az aszparagin-oldal láncok és az N-acet i l -glukózamin közt i N-gliko-
zidos, i l l e tve a szerin és t r eon in hidroxi lok, va lamint az N-ace t i l -ga lak tózamin 
közöt t k ia laku ló O-glikozidos kötés. A tovább i szénh id rá tok egyszerű glikozi-
dos kö tésekke l kapcso lódnak egymáshoz és az első szénh idrá thoz . 

A felület i g l ikoprote inek l eg többnyi re ant igén- v a g y recep tor - funkc ió t 
l á tnak el. A vörösvér t e s t -membrán vé rcsopor t -an t igén je i közül az A B H vér-
csopor t -ant igének f u n k c i ó j a glikolipidhez kö tö t t [44, 61, 127, 143], b á r MAR-
C H E S I és m t s a i szerint a vö rösvé r t e s t -membrán fő g l ikoprote in je , a glikoforin 
AB a n t i g é n s a j á t s ágoka t is m u t a t [59, 81]. Ez a je lenség nehezen ér te lmezhető , 
hiszen v a g y azonos s zénh id rá t -de t e rminánsoka t kell fe l té telezni , v a g y a gliko-
lipid f u n k c i ó b a n szereplő része asszociál a gl ikoforinnal , és az asszociá tum a 
LIS-kezelés ha tására is sértet len m a r a d . 

A glikoforin MN-an t igén s a j á t s á g o k a t is m u t a t [59, 80, 81]. Az MN-
an t igén t más módszerekkel is lehet szolubilizálni, így dezoxikolá t ta l [119], 
k loroform-metanol la l [45], sőt t r ipsz ines emésztéssel is [58]. A dezoxikolá t ta l 
szolubil izál t antigén a z o n b a n csak a l ipidfrakció j e len lé tében lesz t e l j esen akt ív . 
A vizes piridinnel e x t r a h á l t MN-gl ikoprotein a vizes fázisba ke rü l [12]. Az 
MN-an t igénre v o n a t k o z ó anal i t ikai a d a t o k a l ap j án vi lágosnak lá tsz ik , hogy 
a s a j á t s á g sz iá lsav-determinánshoz k ö t ö t t , t ehá t az MN-an t igének sziálogliko-
p ro t e inek [60]. 

Bonyo lu l t abb a h isz tokompat ib i l i tás i an t igének p rob lémá ja . Izolálásuk 
a l imfoc i t ák felületi m e m b r á n j á b ó l tö r t énhe t , mive l felületi m e m b r á n h o z kö-
t ö t t s é g ü k sokoldalúan b izonyí to t t [46, 47, 50, 51, 96] . A p l azma-membránok 

11* MTA Biol. Oszt. Közi. 19. (1976) 



2 5 6 H R A B Á К . A N D R Á S 

preparálása azonban l imfoc i t ák esetében is igen nehéz, sőt az izolált m e m b r á n -
f r a g m e n t u m o k b ó l is rosszak a kitermelési e redmények , legalábbis a H L - A 
antigének ese tében [104]. A h isz tokompat ib i l i tás i an t igének szolubil izációjára 
kidolgozott módszerek közül jelenleg a legmegfelelőbb a R E I S F E L D és m t s a i 
á l ta l k idolgozot t 3 M KCl -os módszer [43, 102 104]. E m e l l e t t a p a p a i n o s 
emésztés [27, 28, 90, 135] és a detergens segítségével t ö r t é n ő szolubilizálás a 
legfontosabb [31, 33, 124], b á r megpróbá lkoz tak egyéb módszerekkel is. E z e k 
á l ta lában azé r t nem a lka lmasak , mer t a szolubil izált an t igén dena tu r á lódo t t , 
e lvesztet te a k t i v i t á s á t . 

R E I S F E L D és mtsa i n e m membránbó l , h a n e m i n t a k t l imfoci tából indul -
t a k ki a p repará láskor . A 3 M KCl-t t a r t a l m a z ó p H = 7,4-es hiper tóniás pu f -

7. ábra. A H-2 glikoprotein elhelyezkedése az egér l imfocita membránban. A 45 000-es mole-
kulasúlyú fehérje flexibilis rúd alakú, a sötét és sávozott részek az antigén-helyeket, a két 
függelék a két szénhidrát-egységet ábrázolja. Feltüntették a papainos kezelésre szenzitív helyet 

i s [ N A T H E N S O N é s C U L E E N 1 9 7 4 u t á n ( 8 5 ) ] 

f e r szolubilizálta az an t igént , az oldatból a D N S - t e l t ávo l í to t t ák , és így a bio-
lógia i akt iv i tás 8 0 % - á t s ikerül t visszanyerni . A t o v á b b i t i s z t í t á s p repara t ív 
gél-elektroforézis segítségével t ö r t é n h e t . Az i lyen módon szolubil izál t HL-A 
a n t i g é n nem t a r t a l m a z o t t s zénh id rá to t . A detergenses és p a p a i n o s módszerrel 
szolubi l izál t h i sz tokompat ib i l i t á s i ant igének v i szont 3 — 1 0 % szénhidrá to t 
t a r t a l m a z ó gl ikoprote inek. A szénhidrá t -egységek enz imat ikus el távolí tása 
u g y a n e k k o r nem befolyásol ta érdemlegesen a biológiai f u n k c i ó t , így a szén-
h id r á t - r é sz szerepe nem i smer t [85, 121]. A p a p a i n n a l szolubil izál t HL-A 
a n t i g é n e k alegység-szerkezete é rdekes , mivel ezek k é t pol ipept idből ál lnak [28], 
az egyik egy 31 ezres moleku lasú lyú gl ikoprotein, a másik egy 11 12 ezres 
moleku lasú lyú f ehé r j e , amely n e m gl ikoprotein. E r r ő l az u tóbb i fehér jé rő l azt 
fe l té te lez ik , hogy azonos a bé ta -2-mikroglobul inna l [90, 122]. A H L - A antigén 
izo lá lásá ra ú j a b b a n t ö b b módszer t is le í r tak, és a l imfoci ták h e l y e t t más sejte-
k e t is haszná l tak . E lőá l l í t o t t ák a H L - A ant igént lépből papa inna l [106], t rom-
b o c i t a membránokbó l NP-40 detergenssel [31], sőt k r o m a t o g r á f i á s t iszt í tással 
n o r m á l szérumból is [10]. 
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A H L - A an t igén m e l l e t t az egér H - 2 an t igén je i t is k i t e r j e d t e n v i z s g á l t á k . 
A de te rgenses [112] és a p ro t eo l i t i kus emésztésse l [32, 83 , 114, 115] k a p o t t 
H - 2 a n t i g é n e k g l i k o p r o t e i n n e k b i z o n y u l t a k , és 8 — 1 0 % s z é n h i d r á t o t t a r t a l m a z -
t a k [85, 112] . Ma már a H - 2 an t igének s z é n h i d r á t - e g y s é g e i t elég jól i s m e r j ü k , 
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8. ábra. A H - 2 antigén szénhidrá t -egysége inek hipotet ikus m o d e l l j e . GlcNac = N-acet i l -
glukózamin, F U C = fukóz, M A N = mannóz , G A L = ga lak tóz , A s p N H = a s z p a r a g i n , 

N A N A = N-ace t i l -neuraminsav [NATHENSON és CULLEN 1974 után (85)] 

és nemcsak k é m i a i ö s s z e t é t e l ü k , h a n e m rész le tes s z e r k e z e t ü k is t ö b b é - k e v é s b é 
f e lde r í t e t t [32, 52, 85, 1 1 5 ] . A H-2 a n t i g é n m e m b r á n - s z e r k e z e t b e á g y a z ó d á s á t 
v á z l a t o s a n a 7. áb ra , egy s z é n h i d r á t - e g y s é g é n e k h i p o t e t i k u s modell jé t a 8 . á b r a 
m u t a t j a be . 

A k é t f é l e h i s z t o k o m p a t i b i l i t á s i a n t i g é n - c s o p o r t r a vona tkozó a d a t o k 
összevetése , az a n t i g é n e k fe lü le t i e lhe lyezkedésére i r á n y u l ó v izsgá la tok ered-
ménye i a l a p j á n érdekes k ö v e t k e z t e t é s e k r e j u t h a t u n k . A H - 2 an t igének fe lü le t i 
e lhe lyezkedésére a c s o m ó k b a r endeződés je l lemző, és ez e l t é r az egér t h y m o c i -
t á k e se t ében a T - l i m f o c i t á t je l lemző t e t a - a n t i g é n e k s z ó r t e lhe lyezkedésé tő l 
[4, 5]. A H L - A a n t i g é n e k fe lü le t i e l o sz l á sá t j e len tősen be fo lyáso l j a a n t i - H L - A 
a n t i t e s t e k m e m b r á n h o z k ö t ő d é s e [66]. A z an t igének t o p o g r á f i á j á n a k v izsgá-
l a t a j e l e n t ő s a l á t á m a s z t á s t ad a f l u i d - m o z a i k modell s z á m á r a , amely a l eg job -
b a n m a g y a r á z z a az a n t i g é n e k b e á g y a z ó d á s á t a m e m b r á n b a , és az a n t i t e s t e k -
kel t ö r t é n ő k ö l c s ö n h a t á s egész m e m b r á n t befolyásoló h a t á s á t . A H-2 és H L - A 
an t igének sze rkeze tének ös szehason l í t á sa sokat m o n d ó k ö v e t k e z t e t é s e k levo-
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násá ra ad lehetőséget . A l e g t ö b b vizsgálat sze r in t mindkét moleku la egy láncú 
fehér je , t e h á t sem redukcióval , sem ureás kezeléssel nem es ik szét alegysé-
gekre, u g y a n e k k o r mindkét an t igén t n a g y f o k ú mikroheterogeni tás je l lemzi 
[53]. Azonos módszerekkel p r e p a r á l t H-2 és H L - A ant igének molekulasú lya és 
szénhidrá t -összeté te le is hasonló , így joggal fel tételezhető, h o g y ezek az an t i -
gének genet ika i lag és szerkezeti leg is homológ fehérjék [53]. Mindkét h isz to-
kompat ib i l i t á s i ant igén ese tében felmerül a ké rdés , hogy v a n - e m á s f u n k c i ó j u k 

p e r c 

9. ábra. A H L - A 2 an t igén papa inos el távol í tása az idő függvényében, ember i perifériás v é r 
l imfoc i ták fe lüle téről . 25 1 an t i szé rumot 106 sejtre adszo rbeá l t a t t ak 60 pe rc ig , az adszorbeá l t 
an t i szé rumot —90 C°-on f a g y a s z t o t t á k , míg frissen p r e p a r á l t 6 1Cr-jelzett l imfoci tákkal m e g 

nem t i t r á l t ák . Az ér tékek 8 mérés á t l a g á t m u t a t j á k [TURNER és m t s a i 1972 u t án (135)] 

a h i sz tokompat ib i l i t á s i an t igén- funkc ión k í v ü l . Er re v a l l a n a k ugyanis azok a 
kísérletek, a m e l y e k e t papa inna l kezelt s e j t ekke l végeztek. A h i sz tokompa t ib i -
l i tási an t igének papainos e l t ávo l í t ása u t án per i fér iás vér l imfoc i t ák fe lü le tén 
6 óra a la t t a t e l j e s leemészte t t an t igén-mennyiség regenerá lódik [111, 135] . 
A H L - A 2 a n t i g é n esetében v é g z e t t v izsgá la tok azt is b e b i z o n y í t o t t á k , h o g y 
a fehér je de n o v o szinte t izálődik , mert a szintézis pu romic inne l gá to lha tó , 
u g y a n a k k o r akt inomicinnel c s a k részlegesen, amely arra u t a l , hogy egy 2 
óráig stabilis p r e f o r m á l t m - R N S v a n jelen a s e j t ekben . A k í sé r l e t ek e redményei t 
l á t h a t j u k a 9 12. ábrákon. A gyors szintézis a r r a utal, hogy ezeknek az an t i -
géneknek más , né lkülözhe te t len biológiai f u n k c i ó j u k is lehet , a m e l y még egye-
lőre nem i smer t . E r r e u t a lnak a szénhidrát -egységek is, a m e l y e k n e k az an t i -
gén- funkc ióban nincs szerepük. 

Az an t igén -de t e rminánsok mellet t a gl ikoproteinek a f e lü le t i receptorok 
spec i f ic i tásában is fontos sze repe t j á t s z a n a k [136]. E l sősorban az lín. lect in-
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10. ábra. A H L - A 2 an t igén ú j r a k é p z ő d é s e az idő f ü g g v é n y é b e n . 90 p e r c e s p a p a i n o s e m é s z t é s 
u t á n ké tszer m o s t á k , m a j d 106 s e j t / m l k o n c e n t r á c i ó b a n f e l s z u s z p e n d á l t á k a s e j t eke t . Az e r ed -

m é n y e k 3 kísérlet á t l a g á b ó l s z á r m a z n a k [TURNER és mtsai 1972 u t á n (135)] 
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11. ábra. P u r o m i c i n h a t á s a a H L - A 2 an t igén ú j r a k é p z ő d é s é r e . О — О 0 perccel a p a p a i n o s 
i n k u b á l á s u t á n ; | — Щ 6 ó ráva l az ú j r a i n k u b á l á s u t á n ; Д — Д 6 ó r á v a l az ú j r a - i n k u b á l á s u t á n 
pu romic in j e l e n l é t é b e n ; • — • 6 ó r á s pu romic ines r e i n k u b á l á s és 6 ó r á s ú j a b b i n k u b á l á s u t á n , 

m e l y m á r puromic in n é l k ü l t ö r t é n t [TURNER és mtsai 1972 u t á n (135)] 

r ecep to roka t eme l jük ki, ame lyek a különfé le növényi agglu t in inek megkö té -
sében vesznek részt . Az eddigi vizsgálatok szerint a szénhidrá t rész d ö n t ő sze-
repe t j á t sz ik a lectinek f u n k c i ó j á b a n , és a lect inek — a m e l y e k szintén gliko-
prote inek m a g u k is szénh idrá t - részükke l kötődnek a recep torokhoz . 

nem - adszorbeált antiszérum 

sejteken adszorbeált ant i szárum 
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12. ábra. A k t i n o m i c i n D h a t á s a a H L - A 2 a n t i g é n ú j r a k é p z ő d é s é r e . A se j t eke t 2 ó r á n á t i n k u -
b á l t á k a k t i n o m i c i n D j e l e n l é t é b e n . 0 ~ 0 ® pe rcce l a p a p a i n o s k e z e l é s u t á n ; • — • 6 ó r á v a l 
az i n k u b á l á s u t á n a k t i n o m i c i n D - v e l t ö r t é n t r e i n k u b á l á s s a l [TURNER és m t s a i 1972 u t á n (135) ] 

L I P I D 

B A R R I E R 
'COOH 

sej t belseje 

13. ábra. A g l iko fo r in mo leku la e lhe lyezkedésének s e m a t i k u s r a j z a . A moleku la N - t e r m i n á l i s 
része he lyezked ik el a m e m b r á n k ü l s ő o lda lán , és ezen a részen h e l y e z k e d n e k el a m e g j e l ö l t 
s zénh id rá t - egységek is. A C - t e r m i n á l i s d a r a b a m e m b r á n belső o l d a l á n végződ ik , míg a k ö z é p s ő , 

h i d r o f ó b rész A l i p i d b e ágyazód ik (MARCHESI és m t s a i 1972 u t á n ) 
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A v ö r ö s v é r t e s t m e m b r á n borsó- f i tohemagglu t i i i in ( P H A ) r e c e p t o r á t 
p ronázos emésztésse l és más módsze rekke l is i z o l á l t á k [68, 70] , ez lencse P H A -
ra, concanava l in A - r a és an t i -B- szé rumra is a k t í v volt, a m e l y hasonló szén-
h i d r á t - d e t e r m i n á n s o k r a u ta l . A recep to r a k é m i a i analízis szer in t a g h o s t 
neu t r á l i s c u k o r t a r t a l m á n a k 1 4 , 3 % - á t t a r t a l m a z z a [70]. 

ft 
C - 1 

H C - 4 , C - 3 
C - 2 

f o 

<x- 1 

( - 16,000) 

<x- 2 <*-3 

( - 6,000) ( - 2 , 0 0 0 ) 

160 

C 0 0 H 

ß 
( - 1 1 , 0 0 0 ) 

14. ábra. A glikoforin molekula primer szerkezetének v á z l a t a . A nyilak a tripszin-szenzitív 
pon toka t jelzik, míg a felül lá tható szakaszok a BrCN-kezelés u tán k a p o t t f r a g m e n t u m o k n a k 
felelnek meg. A szénhidrá t - ta r ta lmú pep t idek az N- terminál i s részen helyezkednek el. (MAR-

CHESI é s m t s a i 1 9 7 2 u t á n ( 8 1 ) ] 

M A R C H E S I és m t s a i a vö rösvé r t e s t g l ikofor in esetében az MN-an t igén sa-
j á t s á g mel l e t t l e c t i n k ö t ő t u l a j d o n s á g o t is t a p a s z t a l t a k . A g l ikopro te in t a r t a l -
m a z t a a P H A és a búzacs í r a - agg lu t i n in (WGA) k ö t ő h e l y e t is [59, 81]. A gliko-
p ro te in sze rkeze té t és a P H A k ö t ő d é s b i z o n y í t é k a i t a 13 15. á b r á k m u t a t j á k . 
Zs í r se j t ek ese tében C U A T R E C A S A S és mtsa i az t t a p a s z t a l t á k , h o g y neu ramin i -
dázos kezeléssel a W G A - k ö t ő d é s c sökken , a m e l y a sziálsav sze repé re u ta l [29] . 
A LIS-módsze r re l egér l eukémia s e j t e k b ő l is i z o l á l t a k lec t in - receptor s a j á t s ág -
gal rendelkező g l ikopro te ineke t , a m e l y e k 3 3 % neu t r á l i s h e x ó z t és 15% sziál-
s a v a t t a r t a l m a z t a k [129]. 

A c o n c a n a v a l i n A-kö tőhe lyek re v o n a t k o z ó a n végezték el a leg több vizs-
gá l a to t . L y m p h o m a s e j t e k Con A - a g g l u t i n á c i ó j a p l . g lu t á r a ldeh idde l gá to lha tó . 
Ez a f i xá l á s e g y ú t t a l gá to l j a a s z ó j a b a b - a g g l u t i n i n (SBA) és a W G A h a t á s á t 
is [57]. T o v á b b i v i z sgá l a tok szer in t azonban n e m a Con A - k ö t ő d é s gá t lód ik , 
h a n e m az agg lu t inác ió , amelye t azza l m a g y a r á z t a k , hogy a C o n - A kö tőhe lyek 
mobi l i t á sa lecsökken , n e m t u d n a k c s o m ó k a t k é p e z n i az agglu t inác ióhoz . H a -
sonló e r e d m é n y e k e l é rhe tők t r ipsz ines emész tésse l is. 

E g y r e k i t e r j e d t e b b e n v izsgá l j ák a l e c t i n k ö t é s és a m a l i g n á n s t r ansz fo r -
máció összefüggései t is. A ma l ignáns t r a n s z f o r m á c i ó és a p ro t eo l i t i kus kezelés 

Q MTA Biol. Oszt. Közi. 19. (1976) 



2 6 2 HRABÁK A N D R Á S 

15. ábra. P H A - k o n j u g á l t fe r r i t inne l készült f reeze-etching p la t inamáso la ta , h u m á n * ghost 
esetében. A PHA-fe r r i t i n globulusok a m e m b r á n külső fe lüle tén helyezkednek el. Nagyí tás : 

110 000-szeres. [MARCHESI és mtsai 1972 u t á n (81)] 

16. ábra. A spek t r in -moleku lák aggregáció jának ha tása a g l ikoprote in felületi eloszlására. 
Jobbo lda l t az aggregált s p e k t r i n esetében l á t h a t ó glikoprotein-eloszlást m u t a t j a az ábra , 

ba lo lda l t pedig az aggregációt megelőző egyenle tes eloszlást [CAPALDI 1974 u t á n (22)] 

egyarán t a lec t in-agglut inálhatóság megnövekedésé t eredményezi a k u t a t ó k 
többsége szerint . A v í rus - t r ansz fo rmál t se j t ek Con A kötőhelyeinek mobi l i t á sa 
megnő [18, 19, 98]. A lec t in-receptorok specifici tása a szénhidrá t - rész tő l függ, 
és csak részleges, t e h á t egy adot t l e c t i n többféle cukorhoz is k a p c s o l ó d h a t 
(pl. a Con A glukózhoz és mannózhoz is 18, 19), és ugyanazon cuko r többfé le 
lectin s z á m á r a is lehet receptor . í g y egyes glikolipidek is kö tnek lec t ineket 
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[19]. A jelenség kapcsola tos a g l ikoprote inekre jellemző mikrohe te rogen i tás -
sal. Meg kell j egyeznünk , hogy az opt imális tól e l t é rő receptor — l ec t i n pár kö tése 
gyengébb . 

A lect in-kötőhelyek v i z sgá l a t a sokat seg í the t a normál és t r ansz fo rmá l t 
s e j t ek megkülönbözte tésében. A lec t in -kö tőhe lyek ugyanis a p l a z m a m e m b r á n -
b a n he lyezkednek el, és vá l tozása ik tükrözik a p l a z m a - m e m b r á n t befolyásoló 
egyéb ha tá soka t , t e h á t a t r a n s z f o r m á l t és t u m o r o s sejtek megnövekede t t agg-
lu t iná lha tósága is ezzel függ össze . Egyre t ö b b kísérlet m u t a t a r ra , hogy a 

S - I 'AZ IS 

17. ábra. A felületi és a magban l e j á t s z ó d ó változások összefüggésének v á z l a t o s szemléltetése 
[ B U R G E R 1 9 7 3 u t á n ( 1 9 ) ] 

t r a n s z f o r m á l t se j t p l a z m a - m e m b r á n j a a n o r m á l h o z képest je lentősen meg-
vá l toz ik [3, 116]. A 16. ábrán l á t h a t ó , hogy a spek t r in -moleku lák aggregációja 
a vörösvér tes t f e lü le tén m e n n y i r e m e g v á l t o z t a t t a a m e m b r á n glikoprotein-
moleku lá inak elhelyezkedését is. Mindezen vá l t ozá sok v i z sgá la t á ra az u tóbb i 
i dőb e n t r a n s z f o r m á l t és t umoros se j t ek felületi m e m b r á n j a i b ó l is megpróbál-
t a k lec t inkötő r ecep to roka t izolá ln i , így pl. AS-30 D p a t k á n y h e p a t o m a se j t ek 
W G A és Con A - k ö t ő g l ikopro te in je i t [120], t r o m b o c i t á k v í rus -hemagglu t in in 
r e c e p t o r jellegű makrog l ikop ro t e in j e i t [72, 88] , l imfociták kü lönböző P H A -
k ö t ő g l ikopro te in je i t [132]. 

A p l a z m a - m e m b r á n vá l tozása i [128, 142] a sejt növekedés i kon t ro l l j á t 
is befolyásol ják . Az adenilcikláz ugyanis p l a z m a - m e m b r á n h o z k ö t ö t t enzim, 
és a m e m b r á n t é r t vál tozások befo lyásol ják az ak t iv i t ásá t , ezzel a ciklusos 
AMP-sz in t j é t a s e j t b e n [17, 54, 128] . így a l ec t in -membrán k ö t ő d é s vizsgálata 
f o n t o s ada toka t szo lgá l ta tha t a fe lüle t i vá l tozások molekulár is szintű köve-
téséhez [18, 19]. A hőmérséklet h a t á s á t a Con A-kötésre, v a l a m i n t a Con A 
kö tőhe lyek szerepét a se j t -adherenc ia je lenségeiben szintén vizsgál ják [86, 
127]. A p l a z m a - m e m b r á n - v á l t o z á s o k és a sejt növekedés i k o n t ro l l j án ak össze-
függésé t a 17. á b r a szemlélteti váz l a to s f o r m á b a n . 
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A l imfoci ták fe lü le tén au toan t igén- recep to roka t is k i m u t a t t a k . Ezek a 
receptorok a sa já t szervezet fehér jé i t is an t igénként érzékelik, és blokkolásu-
ka t az au to lóg szérum végzi el. Ezzel akadályozza m e g a szervezet az auto-
i m m u n betegségek k i a l aku lá sá t [145]. 

Per i fé r iás vér l imfoc i t ák b i rka vörösvér tes tekke l sa já tos képződménye-
ket , ún . r o z e t t á k a t képeznek [14, 25, 95, 118, 146]. E z a jelenség a T-liinfoci-
t á k r a je l lemző [8. 30], és a receptor i t t is a p l a z m a - m e m b r á n b a n he lyezkedik el. 
E lek t ronmikroszkópos fe lvéte leken jó l l á t h a t ó a l imfoc i t a p l a z m a - m e m b r á n 
n y ú l v á n y a , amely a vörösvér tes thez kapcsolódik. A spon tán roze t t aképzés 
számos módszerrel befo lyáso lha tó . Tr ipsz ines és foszfol ipáz A-val t ö r t é n ő keze-
lés h a t á s á r a csökken a roze t t aképzés [23], és ha a foszfol ipázzal k ivon t anyagot 
v i s s z a a d j u k a rendszerbe, az gátol ja a spon tán roze t t aképzés t . A g á t l á s elér-
hető ant i -T-se j t s zé rummal is, azonban ant i -er i t roc i ta , an t i - immunglobul inok , 
an t i c i to tox ikus В f a k t o r ha t á s t a l an . A rozet taképzés b lokkolható különféle 
vegyüle tekke l , ezek közül m e g e m l í t j ü k a j ó d a c e t á t o t ( 4 x l O - 3 M , nyúlvér 
l imfoci ták esetében [118], a p redn izo lon-származékoka t [39], az aza t iopr in t 
[7]. A gá t lások mechan i zmusá t , a szénhidrát - rész sze repé t nem i s m e r j ü k . 

5. A p l azma-membránok rekons t rukc ió ja alkotórészeikből 

A p l a z m a - m e m b r á n o k bioszintézise. Glikoprotein-szintézis 

A disszociá l ta tot t m e m b r á n o k ú j ra -összerakása , a képződöt t ú j , mes-
terséges m e m b r á n v izsgá la ta külön ága a membrán -b iokémiának . Á l t a l ában 
a detergenssel szolubilizált m e m b r á n o k k a l végezték a kísérleteket , de próbál-
koz t ak u l t r ahangga l és m á s hangenerg iáva l szolubil izált membrán-a lko tóré -
szekkel is. A detergenssel szolubilizált m e m b r á n o k r ekombinác ió j ához általá-
b a n a de te rgens teljes e l távol í tása szükséges, de sokszor a detergens jelenlété-
ben is meg tö r t énhe t a m e m b r á n helyreál l í tása . A rekons t rukc ió á l t a l á b a n két-
ér tékű k a t i o n o k a t , e l sősorban Mg2 + - i o n o k a t igényel. Membrán- rekons t rukc iós 
kísér le tek során sikerült funkc ióképes mi tokondr ium- és kloroplaszt membrá -
n o k a t rekons t ruá ln i , a m e l y e k képesek az e l ek t ron t r anszpo r t r a [101], a plazma-
m e m b r á n n a l végzet t k í sé r le tek száma csekély. T O S T E S O N és mtsa i [ 1 3 1 ] egy 
vörösvér t e s t m e m b r á n b ó l izolált fő g l ikoprote in t r e k o m b i n á l t a k l ipid bilayer-
rel és a képződö t t m e m b r á n f iz ika i -kémia i sa já t sága i t v izsgál ták meg . 

A m e m b r á n o k bioszintézise t ö b b problémát v e t fel. Kérdéses , hogy a 
kele tkező m e m b r á n egye t len helyen szintet izálódik-e, a sej tben, h o g y a lipid 
és a f e h é r j e külön szinte t izálódik-e , és h a igen, a k k o r hogyan kapcso lódnak 
össze. Az egyes m e m b r á n f r a k c i ó k e l té rő morfológiai és kémiai összetétele, 
je l lemző enzimeinek speci f ic i tása a r ra u t a l , hogy a kü lönböző m e m b r á n o k kü-
lönböző he lyen sz in te t izá lódnak a s e j t b e n és e g y m á s b a nem k é p e s e k átala-
kulni [67]. 
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A p l a z m a - m e m b r á n bioszintézisére vona tkozó a d a t o k a lapján n e m lehet 
a pontos m e c h a n i z m u s t megál lapí tani . I n vivo k ísér le tekben lassú 3 H-leucin 
beépülést észleltek. Az egér f ib rob lasz tokon végzet t kísérletek á l t a l á b a n a r ra 
u t a lnak , hogy a p l a z m a - m e m b r á n f ehé r j é inek t u r n o v e r e kicsi, és a m e m b r á n 
l ip idje inek, fehér jé inek és s zénh id rá t j a inak t u r n o v e r e gyakor la t i lag meg-
egyezik. Fe l té te lezhe tően a komponensek nincsenek közvet lenül egyensúly-
ban a p rekurzor -poolokka l . A p l a z m a - m e m b r á n sz in téz is szabályozása is ér-
dekes p rob léma, és e n n e k m a g y a r á z a t á r a az endoci tózis jelenségével kapcso-
l a tban dolgoztak ki e lméle te t . Esze r in t az endoci tózis kezdetén va l ami lyen 
jelzésre az anorgan ikus foszfát beépülése fokozódik a foszfolipid prekurzo-
rokba , ezál tal a p r e k u r z o r o k mennyisége megnő, e legendővé válik az ú j memb-
rán szintéziséhez, és va lami lyen m ó d o n st imulálni f o g j a a p l a z m a - m e m b r á n 
e lhasználódását is az endocitózis megva lós í tásá ra . A p l a z m a - m e m b r á n bio-
szintézisének helye n e m ismert . N e m t u d u n k közelebbi t a l ipoprotein komp-
lex keletkezéséről sem, és a szénhidrát - részek beépüléséről a membrán-gl iko-
pro te inekbe . Fe l té te lezhe tő , hogy a k o r á b b a n már megismer t a lape lvek sze-
r int t ö r t é n i k a szintézis, t ehá t az első cukormolekula valószínűleg m á r a fe-
hér jeszintézis helyén hozzákapcsolódik va lamelyik aszparagin, szerin v a g y 
t reonin oldallánchoz, ezzel kialakul a g l ikopept id-kötés , és az első beépü l t 
cukormaradékokhoz kapcsolódik a szénhidrá t -egysége t alkotó t ö b b i cukor 
[123]. Legvégül a f u k ó z és a sziálsav épül be a lánc te rminál i sa i ra . E z t a szin-
tézis-modell t erősíti m e g , hogy a membrán-g l ikopro te inek a lapszerkezete 
hasonló az oldható g l ikoprote inekére , a sziálsav i t t is terminális he lyze tű . 

6. Módszerek a liinfocita p l azma-membrán izolálására 

Röv iden összefoglal juk a l imfoci ta p l a z m a - m e m b r á n o k izolálásával kap-
csolatos f ő b b módsze reke t , miu tán s a j á t v izsgá la ta ink limfocita m e m b r á -
nokkal kapcsola tosak . 

Ser tés ny i rokcsomó l imfocitáiból A L L A N és C R U M P T O N izolált p l azma-
m e m b r á n f rakc ió t . A ny i rokcsomóka t t r i sz-HCl (pH = 7,4) pufferben elhomo-
genizál ták, m a j d di f ferenciá l cent r i fugálássa l a mag és mi tokondr ium f r a k c i ó t 
e l t ávo l í to t t ák . A 20 000 g-vel k a p o t t mikroszomális c sapadéko t t o v á b b tisz-
t í t o t t á k gradiens u l t r acen t r i fugá lássa l (80 000 g) és így a membrán a csapa-
dékba kerü l t [1]. 

F E R B E R és mtsa i 0,02 M H E P E S - p u f f e r b e n ( p H = 7 , 4 ) n i t rogén-kavi -
tációs módszerrel f e l t á r t á k a se j teke t . A differenciál cent r i fugálássa l n y e r t 
mikroszóma frakciót 1,09-es sűrűségű d e x t r á n r a r é t egez ték és 3 órán á t u l t ra -
cen t r i fugá l t ák 400 000 g-vel , így a p l a z m a - m e m b r á n t szepará l t ák [40]. A pre-
parálás m e n e t é t a 18. á b r a m u t a t j a . Az I . és I I . t á b l á z a t a p repará lás során 
k a p o t t f rakc iók kémiai összetételét és enz imat ikus m a r k e r e i t m u t a t j a . 

E m b e r i tonsilla l imfoci tákból D E M U S p r e p a r á l t p l a z m a - m e m b r á n t . 
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I . táblázat 

A) A szubcelluláris frakciók kémia i összetétele 

Frakc ió 
Fehé r j e 

m g 

DNS R N S Koleszterol P-lipid 
F rakc ió 

Fehé r j e 
m g 

.«g/mg feh . nmól /mg feh . 

H o m o g e n á t u m 165,2 142,0 41,3 104,0 90,3 
Magfrakció 32,4 504,6 70,1 130,4 171,8 
Nagy g r a n u l u m 22.2 270,7 37,7 155,0 210,8 
Mikroszóma 7,7 70,2 56,5 227,2 211,0 
Felülúszó 50,0 7,3 67,3 137,4 44,6 

A teljes fehér je -ér ték 1010 sertés l imfocitára vonatkozik . 

B) A szubcelluláris frakciók enz imat ikus markerei 

Frakc ió 5 ' -AMPáz /3-glukuronidáz 
Szukcinát-

dehidrogeaáz 
Lizolecitin-acii-

t ranszf . 

H o m o g e n á t u m 5,0 0,7 8,3 2,9 
Magfrakció 2,4 0,6 3,8 6,2 
Nagy g r a n u l u m 6,7 1,5 48,0 6,2 
Mikroszóma 60.2 0.2 0 8,0 
Felülúszó 2,3 0,8 0 0,3 

A fenti t á b l á z a t b a n a specifikus akt ivi tás i a d a t o k a t ad ták meg, ame lyeke t ninol/mg fe-
h é r j e • perc egységekben adtak meg. Az értékek FERBER és mtsa i közleményéből származnak (40). 

I I . táblázat 

A mikroszóma-alfrakciók enzimat ikus és kémiai markere i 

Frakció J Fehérje 5 - A M P á z 
N A D H 
oxido-

reduktáz 

Lizolec-
acil-transzf. Koleszt . P-lipid 

Mikroszóma 5,62 58.5 282,8 8,5 468 479 
1. frakció 0,54 8,7 0 0,2 170 124 
2. frakció 

(pl. m e m b . ) 2,09 125,4 687,2 10,0 751 727 
3. frakció 0,96 22.2 140,2 5,1 131 102 
4. frakció 

(end. re t . ) 1,07 25,9 336,4 4,2 314 199 

A fehér jé t m g - b a n , a kémiai markereke t nmol/mg fehér je egységekbeu, az enzimek speci-
f i kus akt ivi tását nmol /mg fehérje • pe rc egységekben a d t á k meg. Az a d a t o k FERBER és m t s a i 
közleményéből szá rmaznak (40). 

A tonsillából k i r á z a t t a a s e j t eke t (19. ábra) , izotóniás NaCl-Trisz-HCl (pH = 
= 7,4) puf fe r re l , m a j d homogenizá l ta őket , és a h o m o g e n á t u m o t differenciál 
cent r i fugálássa l mag , m i t o k o n d r i u m és mikroszóma f r a k c i ó k r a vá l a sz to t t a 
szé t . A két u t ó b b i t tovább t i s z t í t o t t a d i szkon t inuus szaharóz gradiensen, 22 

MTA Biol. Oszt. Közi. 19. (1976) 
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1 1 * MTA Biol. Oszt. Közi. 19. (1976) 

18. ábra. L imfoc i ta p l a z m a m e m b r á n i zo lá l á s [Ferber és m t s a i 1972 (40) s ze r i n t ] 

19. ábra. Tons i l l ábó l k i r á z a t o t t s e j t e k f é n y m i k r o s z k ó p o s képe, 100-szoros nagy í t á s . 9 U % - u k 
l i m f o c i t a , a több i m o n o c i t a , p l a z m a s e j t és e r i t roc i ta (DEMUS 1973 u t á n (34)] 
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órás , 75 ООО g-s u l t racen t r i fugá lássa l , és ké t p l a z m a - m e m b r á n frakciót n y e r t . 
A könnyű f r akc ió a mi tokondr iá l i s és mikroszomál is f r akc ióbó l is k inyerhe tő , 
a nehéz f rakc ió csak a mikroszomálisból . A nehéz f rakció l izoszóma-szennye-
zést , a k ö n n y ű frakció endop lazma t ikus r e t i k u l u m és ci toszól-szennyezést 
t a r t a lmaz . A l imfoci ta p l a z m a - m e m b r á n t a magas 5 ' -nnkleo t idáz ak t iv i t á s 
és koleszterol-foszfolipid a r á n y jellemzi [34]. A prepará lás részletei t a 20. á b r a , 
a frakciók összeté te lé t a I I I . t áb láza t m u t a t j a . 

III . táblázat 

A) H u m á n tonsilla l imfoc i ták szubcelluláris f rakcióinak kémia i összetétele 

Frakció F e h é r j e DNS R N S 
Kolesz-

terol L ip id -P 
Foszfo-

lipid 
Koleszterol-

P-l ipid 
a rány (M/M) 

Homogen á tum 1150 126 59 33 
Mag 255 400 64 17 
Nyers mitok. 85 21 56 72 
Tiszt, mitok. 55 23 60 69 12,9 324 0,43 
Lizoszóma 6 11 12 145 16,9 422 0.68 
K ö n n y ű Pl. Memb. 2 8 20 263 28,2 706 0.75 
Nehéz pl. memb. 8,5 10 15 210 24,3 608 0,69 
S ima end. ret. 16 19 70 106 15.7 393 0,54 
D u r v a end. re t . 7 11 159 43 11,5 287 0,30 
Riboszóma 24 40 360 31 
Citoszól 400 4 20 5 

A fehér je -ér ték mg-ban v a n megadva, 20 g tonsil lából származó limfocitára. A kom-
ponensek adata i (lg/mg fehérje egységekben szerepelnek. 

B) I lumán tonsilla l impfocita szubcelluláris frakciók enzim-markereiuek specifikus ak t iv i t á sa i 
jttmol/mg fehérje • óra egységekben 

Glukóz-6- Szukcinát - Savas Savas 
L D H Frakció 5 ' -AMPáz foszfatáz dehidro- NPP-áz GP-áz L D H 

genáz 

Homogenátum 1,02 0,80 0,19 2,19 0,81 25.2 
Mag 0,78 0,71 0,12 1,99 0,75 10,5 
Nyers mitok. 3,77 1,19 0,98 13,40 3,27 6,4 
Tiszt í to t t mitok. 2,11 1.23 1,06 7.34 3.29 4.0 
Lizoszóma 8,36 0.87 0,05 15,23 3,05 0.2 
Könnyű p lazma-m. 14,60 1.05 0,04 3,75 1.02 0,3 
Nehéz plazma-m. 13,48 0.98 0,01 6,08 1.51 0,1 
Sima end. ret . 2,37 1.82 0,14 5,92 1,75 0,6 
Durva end. re t . 1,14 1.10 0,17 3.14 0.86 0.5 
Riboszóma 0.20 0,34 0 0.82 0.38 0.4 
Citoszól 0,63 0,80 0,01 1,38 0,76 51,3 

NPPáz : p-ni l rofeni l - foszfatáz; GPáz: béta-glicerofoszfatáz: L D H : te jsav-dehidrogenáz. 
Az adatok DEMUS közleményéből származnak (34). 

MTA Biol. Oszt. Közi. 19. (1976) 
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20. ábra. Tonsilla limfociták szubcelluláris frakcionálása [DEMUS 1973 után (34)] 

7. A l imfocita mikroszómából és p lazma-membránbó l k ivonha tó 
LIS-gl ikoprotein jel lemzése 

A tonsi l lákból a se j teket P I F F K Ó és mtsai szer int [ 9 4 ] r á z a t t u k ki. A nye r t 
se j t szuszpenziót t o v á b b nem t i s z t í t o t t u k . 

Kísérleteink során a M A R C H E S I és mtsai á l ta l leírt l í t ium-di jódszal ic i lá tos 
k i v o n á s t a lka lmaz tuk . Néhány k í sé r le tben a D E M U S módszere szer int p repará l t 
p l a z m a - m e m b r á n b ó l , á l t a lában a z o n b a n mikroszóma-f rakcióból i ndu l t unk ki, 
m e l y n e k p repará lásá t a 21. ábra m u t a t j a . E n n e k oka, hogy a mikroszóma to-
v á b b i t i sz t í tása j e l en tős anyagvesz teséghez veze t , és a k a p o t t p l azma-memb-
r á n k b . 1%-a a se j t összes f ehé r j é j ének [34], ez pedig a t o v á b b i m u n k á t jelen-
tő sen megnehez í te t t e volna. A mikroszómaf rakc ió összetételét enz imat ikus 
és kémia i módszerekkel v izsgá l tuk meg, és azt t a l á l tuk , hogy az elsősorban 
p l a z m a - m e m b r á n t és sima endop lazma t ikus r e t i k u l u m o t t a r t a l m a z (5 ' -AMPáz, 
sziálsav, glukóz-6-Páz markerek) , a mitokondriá l is szennyezés (ci tokróm-
oxidáz) e lhanyagolha tó . A mi tokondr iá l i s f rakc ió viszont szemcsés endoplaz-

Q MTA Biol. Oszt. Közi. 19. (1976) 
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m a t i k u s r e t iku lumot , r i boszómáka t , l izoszómákat , és p l a z m a - m e m b r á n t is 
t a r t a l m a z (RNS, foszfa tázok , 5 ' -AMPáz) . A fen t i e r e d m é n y e k nagy része jól 
összeegyezte thető D E M U S e redményeive l [34] is. A mikroszóma-f rakc ióból a 
l ip ideke t többszörös hideg ace tonos kezeléssel t á v o l í t o t t u k el, az ace tonozot t 
p o r t felhasználásig h idegen t á r o l t u k . Az egyes se j t f r akc iók kémiai összetételét 
és enz imat ikus marke re inek spec i f ikus ak t iv i t á sá t m u t a t j a a IV. és V. t áb láza t . 

TONSILLA LIMFOCITA 
3 x I fagyasztás 
Зх I felolvasztás 
homogenizálás 

(Hanks-viz 11) 
700 g j 10' VC 

, , 
felüluszo csapadék 

M A G 
7000g 20' V С 

felülúszó csapadék 

50000g | 6 0 ' V C MITOKONDRIUM 

FUSZTMIKROSZOMALIS csapadék 
FELÜLÚSZÓ MIKROSZÓMA 

l 
acetonozás ( 3 x ) 

21. ábra. Mikroszóma a c e t o n o z o t t po r p r e p a r á l á s a ember i t ons i l l a l i m f o c i t á k b ó l d i f f e renc iá 
c e n t r i f u g á l á s s a l 

IV. táblázat 

H u m á n tons i l l a - l imfoc i ták szubcel lulár is f r akc ió inak k é m i a i összetétele 

Frakciók 
Fehér je 

(össz-sejt 
%-ában ) 

DNS R N S Hexóz Hexózamin Sziálsav 
Frakciók 

Fehér je 
(össz-sejt 
%-ában ) j»g/mg fehér je egységekbea 

T e l j e s s e j t 100 189 62,5 18,6 2,92 5,36 
M a g f r a k c i ó 50,7 779 67 27,2 5,65 5,04 
M i t o k o n d r i u m 7,1 88 105 50,5 5,02 8,9 
Mikroszomál i s f r . 5,0 44,6 88,8 57 15,7 19,4 
Citoszól 37,2 28,9 10,5 1,66 

A hexózt , h e x ó z a m i n t és a s z i á l s ava t ace tonozo t t po rbó l m é r t ü k . 

Az acetonozot t porból és a p l a z m a - m e m b r á n b ó l M A R C H E S I módszerével 
az a lább iak szerint p r e p a r á l t u k a g l ikoprote int : először 0,3 M l í t ium-di jód-
szal ic i lá t ta l 15 perc ig szobahőmérsék le ten k e v e r t ü k a homogén szuszpenzió 
f o r m á j á b a n 0,06 M tr isz-HCl ( p H = 7,5) puf fe rben f e lve t t anyago t , ezt vízzel 

MTA Biol. Oszt. Közi. 19. (1976) 
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V. táblázat 

H u m á n tons i l la - l imfoci ták szubcelluláris f r a k c i ó i n a k enz im-marke re i . Spec, a k t i v i t á s egységei t 
1. a t á b l á z a t b a n 

Frakciók 
1 4C-valin 

•nkorporáció 
(dpm/mg. feh. ) 

Citokróm-
oxidáz 

U/mg feh. h 

Gl-6-Páz 
Savas 

foszfatáz 5 ' -AMPáz 
Frakciók 

1 4C-valin 
•nkorporáció 

(dpm/mg. feh. ) 

Citokróm-
oxidáz 

U/mg feh. h 
/ íMP/mg feh. h 

H o m o g e n á t u m (tel jes s e j t ) 0,027 0,278 1,029 1,63 
Magf rakc ió 4910 0.112 0,310 0,855 1,44 
M i t o k o n d r i u m 7720 0,340 0,241 1,862 2,32 
Mikroszóma 45900 0,036 0,340 1,030 2,82 
Citoszól 34400 0,01 0.348 1,170 1,45 

A savas fo sz f a t áz t bé ta-g l icerofoszfá t bomlás a l a p j á n m é r t ü k . 

háromszorosára h í g í t o t t u k és 10 perc ig 4 C°-on t o v á b b k e v e r t ü k . A k a p o t t 
szuszpenzióból a szolubil izálat lan a n y a g o t 45 000 g-vel 90 perc a l a t t kiülepí-
t e t t ü k 4 C°-on, m a j d a felülűszót h idegen 1 : 1 a r á n y b a n 50%-os fenollal ke-
v e r t e t t ü k (végkoncentrác ió 25%) . 15 perces keverés u t án 5000 g-vel 60 perc 

ACETONOZOTT POR 

, , . „ I 0,06 M tris-HCI (pH-7,6) 
15 2 2 C I 0,3 M US 

+ 2 t f . H 2 0 
10' 4°С J 

45000 g 90' 4*C csapadék 
(eldobható) 

felülúszó ( 

+ fenol (vegkonc. 25%) 
15' 4°С 

60' 4"C | 4000g 

fenolos fázis vizes fázis 

dialízis | 4"C, H 2 0 
3x 12 h 

l io f i l i zá lás 
abs. etanol | 3x1h 4" С 

15000g 15' 
oldás H 2 0 - b a n 

dialízis I 4"С 16h H20 

30/. 4°С 10000g 

felülászá csapadék 
P. cellalázra 

22. ábra. A l í t i um-d i jódsza l i c i l á tos k i v o n á s m e n e t e a c e t o n o z o t t m i k r o s z ó m a - p o r b ó l 

MTA Bioí. Oszt. Közi. 19. (1976) 
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a l a t t a ké t fáz i s t e lkü lön í t e t tük , és a vizes fázist lesz ívtuk. A lesz ívot t vizes 
o lda to t 3 x 1 2 ó rán át hidegen vízzel szemben dia l izá l tuk, ma jd bel iof i l izál tuk. 
A p o r t 3 x 1 ó rán á t mos tuk abszolút alkohollal , és a végső c s a p a d é k o t desz-
t i l lá l t vízben f e l v e t t ü k , m a j d egy é j szakán á t vízzel szemben d ia l izá l tuk . A fel 
n e m oldódot t c s apadéko t k i cen t r i fugá l tuk [81]. E z u t á n , kissé m ó d o s í t v a az ere-
de t i e l járás t , cel lulózfoszfát oszlopon k r o m a t o g r a f á l t u k az o lda to t , 0,02 M 
N a H 2 P 0 4 - t a l , és az oszlopon r a g a d t kevés f ehé r j é t 0,5 M N a , H P 0 4 - t a l e luál tuk. 
Kísér le te inkben csak az első f rakc ió t v izsgá l tuk meg. A LIS-k ivonás menete 
a 22. ábrán , a cellulóz-foszfát k r o m a t o g r á f i a e r edménye a 23. á b r á n lá tha tó . 

e l u • t u m 

23. ábra. A l í t ium-di jódszal ic i lá tos k ivona t o sz lopkromatográ f i á j a cellulóz-foszfát oszlopon 

A 0,02 M fosz fá t t a l eluál t f r akc ió t anal i t ika i v izsgá la toknak v e t e t t ü k 
alá . Először a t ö l t é sé t és a homogen i t á sá t v izsgá l tuk DEAE-cel lu lóz oszlopon 
(24. ábra) , lépcsőzetes elúcióval. A gl ikoprotein f rakc ió ké t nagyobb csúcsban 
e luá lódot t , m i n d k e t t ő erősen nega t ív tö l tésű , a másod ik csak d r a sz t i kus pH-
csökkentés u t á n e luá lódot t . Az e luá tum megje lenését a 280 nm-es fényelnyelés 
a l a p j á n k ö v e t t ü k , akárcsak a t öbb i osz lopkromatográ f i a ese tében. 

A f rakció homogen i t á sá t és a fe l ié r jék molekulasú lyá t gélszűréssel és 
SDS-pol iakr i lamid gél-elektroforézissel p r ó b á l t u k meghatározni . A gélszűrést 
Sephadex G 150 oszlopon, s zé ruma lbumin és r ibonukleáz kal ibráló fehér jék 
segítségével végez tük , eluáló p u f f e r k é n t 0,1 M a m m ó n i u m - f o r m i á t o t használ-
t u n k . Mivel csak egyet len, kb . 50 000-es molekulasú lyú frakció e luá lódot t , 
megvizsgál tuk , redukc ióva l szétesik-e alegységekre. í g y 0,1 M a m m ó n i u m -
f o r m i á t 0,1 M m e r k a p t o e t a n o l puf fe r re l e luá l tuk a f ehé r j é t , azonban a kapo t t 

MTA Biol. Oszt. Közi. 19. (1976) 
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10mM trisz 100mM trisz 500mM trisz500mM trisz 1M NaCi 

e 1 u á t a m 

24. ábra. A L I S - k i v o n a t ioncseré lő k r o m a t o g r á f i á s v izsgá la ta D E A E - c e l l u l ó z osz lopon , lépcső-
z e t e s e lúcióval 

csúcs az előző módszer esetében n y e r t csúccsal megegyező vol t , t e h á t diszulfid-
h ídda l összekötöt t alegységeket a f r a k c i ó nem t a r t a l m a z o t t (25. áb ra ) . 

Az SDS-gélelektroforézist disc-elektroforézis módszerrel végez tük , 7 % 
pol iakr i l amid gélben, 0 , 1 % SDS je len lé tében , p H = 8,3 mel le t t [144]. A f u t -
t a t ó p u f f e r tr isz-HCl-glicin volt , és ez is 0 ,1% SDS- t t a r t a l m a z o t t . A frakció 
l ega lább 3 individuál is fehér jéből á l l t , ezek f e s tőd tek coomassie blue-val . 
Molekulasúlyuk 40, 46 és 49 ezer. A molekulasúlyok ér tékelésekor a csíkok 
r e l a t ív mobi l i tásá t b rómfeno lkék je lzőfes tékre v o n a t k o z t a t t u k és a kalibrációs 
görbe elkészítésekor d i e t i l p i roka rboná t t a l pol imerizál t r ibonuk leáz t használ-
t u n k [148]. PAS-festéssel nem k a p t u n k ér tékelhető cs íkokat , valószínűleg a 
kevés fehér je , ill. s zénh id rá t m i a t t . Az egyes módszerekkel összehasonl í to t t 
f rakció-összeté te l t a V I . t áb láza t m u t a t j a . 

V I . t áb láza t 

A LIS-g l ikopro te in f r a k c i ó szénhidrá t -össze té te le 

P r e p a r á t u m 
Fehérje 

(teljes sejt % ) 

Hexóz j Hexózamin 

/íg/mg fehér je 

Sziálsav 

Tel jes s e j t 100 18,6 2,92 5,36 
M i k r o s z ó m a frakció 5,1 57 15.7 19,4 
L I S - f r a k c i ó , a cellulóz-P k r o m . előtt 520 95,5 
L I S - f r a k c i ó , cellulóz-P 1. csúcs 0,035 278 39,5 122,0 

Q MTA Biol. Oszt. Közi. 19. (1976) 
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OD. 290 

0 , 7 5 

0 , 5 0 

0125 

Ms. i 
68- 10s 

I I I I 
12. 

Ms. 
уно3 

I 

1 5 0 2 0 0 

e l u a l u m 
ml 

25. ábra. Gélszűrés S e p h a d e x G 150 o s z l o p o n . A m o l e k u l a s ú l y o k k a l i b r á l á s a s z é r u m a l b u m i n n a l 
és r i b o n u k l e á z z a l t ö r t é n t . Az oszlop m é r e t e i : 1 x 80 c m 

A glikoprotein-frakció kémia i analízise során többfé le szénh id rá to t mér-
t ü n k . A gl ikoprotein elsősorban neu t rá l i s cukro t és sz iá lsavat t a r t a l m a z nagy 
mennyiségben , h e x ó z a m i n t a r t a l m a kisebb. A f rakc ió a te l jes se j t fehér je 
0 , 0 3 5 % -at es — az 1%-os m e m b r a n - a d a t o t [34] f igye lembeveve — a plazma-
m e m b r á n fehér je 3 , 5 % - á t t a r t a l m a z z a . A f r akc ióban v a n a se j t te l jes sziálsav 
t a r t a l m á n a k t ö b b m i n t 8 % - a és a mikroszóma-f rakc ió te l jes sziálsav ta r ta l -
m á n a k mintegy 2 0 % - a . A m a g a s sz iá l sav- ta r ta lom m a g y a r á z z a a f ehér je erős 
n e g a t í v töl tését , b á r ehhez h o z z á j á r u l a f r akc ióban t a l á l t g lukuronsav és a 
s a v a n y ú aminosavak magas a r á n y a is. A hexózamin nagy része ioncserélő 
v é k o n y r é t e g - k r o m a t o g r á f i a a l a p j á n ga lak tózamin (il letve valószínűleg 
e n n e k N-aceti lált f o r m á j a ) a l a k j á b a n van jelen. A kémiai összetéte l t a V I I . 
t á b l á z a t m u t a t j a . 

VII . táb láza t 

A LIS-g l ikopro te in f r a k c i ó f o n t o s a b b tu l a jdonsága i , a f i z ika i -kémia i v i z sgá la tok a l ap ján 

Ioncserélő kroma-
tográf ia szerint Célszűrés a l ap ján 

SDS-poliakriíamíd 
géleíektroforézis Kémia i analízis 

Ivé t , erősen negat ív egye t len f r akc ió , h á r o m ind iv iduá l i s s a v a n y ú aminosavak 
t ö l t é s ű alfrakció d iszul f idkötés n inc s fehér je j e l e n t ő s mennyiség-

Molekulasúly: Moleku lasú lvok: b e n , a hexózamin 
kb . 50 000 40 000 g a l a k t ó z a m i n 

46 000 
49 000 
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Az enzimat ikus és kémiai v izsgá la toka t az a lábbi módszerekkel végez-
tük el: az 5 ' -nuk leo t idáz t H E P P E L és H I L M O E szerint [ 4 9 ] , a glukóz-6-foszfa-
táz t S W A N S O N szerint [ 1 3 0 ] , a c i tokróm-oxidáz t Nadi - reakc ió a l ap ján , a sa-
vanyú és a neutrál is fo sz fa t áz t béta-gl icerofoszfát bomlása a lap ján m é r t ü k . 
Az anorgan ikus fosz fá t mérését M A R I N E T T I és mtsa i szer int [82], a f e h é r j e 
megha tá rozásá t L O W R Y módszerével végez tük [73]. A szénhidrá tok közü l a 
sziálsavat W A R R E N szer in t [ 1 4 1 ] , a hexózamin t B O A S [ 1 3 ] , illetve D I S C H E és 
B O R E N F R E U N D [35] szer in t , a neutrál is cuk ro t ant ron-reagenssel [105] m é r t ü k 
és h a t á r o z t u k meg. A D N S méréséhez B U R T O N [20], az R N S méréséhez 
S C H N E I D E R [ 1 1 0 ] módsze ré t haszná l tuk , a D N S és R N S elkülönítéséhez pedig 
F L E C K és M U N R O [ 4 1 ] módszerét . A 1 4C-aminosav-beépülés mérése 14C-leucin-
nal t ö r t é n t , a se j t eke t (kb . 108) 37 C°-on 60 percig i n k u b á l t u k , leáll í tás u t á n 
fagyasz tás—felo lvasz tássa l f e l t á r tuk őke t , az egyes f r a k c i ó k a t t r ik ló rece t savva l 
k i c sap tuk , a TCA-s c sapadéko t 0,5 M N a O H - b a n f e l v e t t ü k , és ebből 0 ,1 ml-
eket P a c k a r d - T r i c a r b folyadék-szcint i l lációs műszerrel , dioxános k o k t é l b a n 
elkeverve m e g m é r t ü n k , a fehér jé t pedig L O W R Y módszerre l m e g h a t á r o z t u k . 
Az inkorporác ió t d p m / m g fehér je egységekben f e j ez tük ki. 

A gl ikoprote in-f rakció kísérleteink szerint gá to l j a a spontán r o z e t t a k é p -
zést h u m á n perifériás vé r l imfociták és b i rka vörösvér tes tek közöt t . A p l a z m a -
m e m b r á n és a mikroszoma acetonozot t por L IS -k ivona t a , amely kb. 50 mikro -
g ramm fehé r j é t t a r t a l m a z , körülbelül 50%-os gá t lás t e redményez , de a mi to-
kondr iumbó l k ivont LIS-gl ikoprote in is m u t a t o t t 20%-os gát lás t , ame ly meg-
erősí teni látszik a p l a z m a - m e m b r á n szennyezés t a m i t o k o n d r i u m - f r a k c i ó b a n . 
Az N-ace t i l -g lukózamin nem okozot t gá t l ás t . Az e redményeke t a 26. áb ra 
m u t a t j a be. 

A roze t taképzés gá t lásá t a köve tkező módszer segítségével v i z sgá l tuk : 
0 ,1 ml birka vörösvér tes t - szuszpenzió t (2 X Ю8 s e j t H a n k s m é d i u m b a n ) 

és 0,1 m l g l ikoprote in t összekever tünk és 37 C°-on 60 percig i n k u b á l j u k . Elő-
zőleg a gl ikoprote int egy é jszakán á t d ia l izá l tuk H a n k s o lda t t a l szemben, hogy 
a megfelelő p H - é r t é k e t beáll í tsuk. A 37 C°-os i nkubá lá s u t á n 1 óráig 4 C°-on 
t a r t j u k , m a j d 0,1 ml 107 vér- l imfoci tá t t a r t a l m a z ó szuszpenziót a d u n k hozzá 
és l ecen t r i fugá l juk . E z u t á n 1 órán á t 4 C°-on t a r t j u k , m a j d mikroszkóp a l a t t 
megszámol juk a k é p z ő d ö t t r o z e t t á k a t . A roze t t aképződés k r i t é r i u m á n a k te-
k i n t e t t ü k , hogy egy l imfoc i ta legalább 4 b i rka e r i t roc i tá t kössön meg. A kon t -
roll m i n t a 0,1 ml dial izáló Hanks o l d a t o t t a r t a l m a z o t t a gl ikoprotein he lye t t . 

A gátlási mechan izmusró l köze lebbi t nem t u d u n k . Fel té te lezzük, hogy 
a f r akc ió azért képes gátoln i a roze t t aképződés t , mer t kö tőd ik a vörösvér tes tek 
fe lü le tén levő olyan de te rminánsokhoz , amelyek a roze t t aképződésben részt 
vesznek, t ehá t e lő fordu lha t , hogy a l imfoc i t ák fe lü le tén levő roze t ta - receptor -
ról v a g y annak de te rminánsá ró l v a n szó. N-acet i l -g lukózamin nem g á t o l t a a 
roze t t aképződés t , t e h á t a gl ikoprotein valószínűleg n e m t a r t a lmaz i lyen deter-
m i n á n s t . A fehér jekonformác ió szerepét még nem vizsgá l tuk . 
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26. ábra. A LIS-glikoproteiii gátló hatása a spontán rozettaképzésre. К = kontroll (100% 
spontán rozetta); P.M. = plazma-membrán LIS-kivonat , fehérjekoneentrációk: I. 50 fig II. 
25 fig; Mt = mikroszóma acetonozott por LIS-kivonat , fehérjekoncentrációk: I. 54,5 fig 
II . 27,2 fig. M, = mikroszóma acetonozott por LIS-kivonat, fehérjekoncentráció 52 fig. 
T = mitokondrium acetonozott por LIS-kivonat, fehérjekoncentráció 29 fig. GNA = N-
acetil-glukózamin, 55 fig. A fehérjekoncentrációk a bemért 0,1 ml glikoprotein-oldatra vonat-

koznak 

A f rakc ió p l a z m a - m e m b r á n jellegét igazol ja , hogy p l a z m a - m e m b r á n b ó l 
és mikroszómából egyaránt u g y a n a z o n össze té te lben izolá lható , emelle t t m a -
gas a sz iá l sav- ta r t a lma (p l azma-membrán m a r k e r ! ) , és a roze t t aképzés is 
p l a z m a - m e m b r á n h o z kö tö t t . Az individuál is f ehé r j ék eredete és pontos f u n k -
c ió ja még n e m i smer t , mivel edd ig még n e m szepará l tuk őke t . Lehetséges , 
h o g y a f r a k c i ó n a k más biológiai sa já t sága i is v a n n a k , ezeket is meg a k a r j u k 
vizsgálni , e l sősorban a vörösvér tes t gl ikoforinnal összehasonlí tva, hiszen a pre-
p a r á l á s módszere megegyező. 

Tek in te t t e l a jelentős s z é n h i d r á t - t a r t a l o m r a , elsősorban lec t inreceptor 
f unkc iók j ö h e t n e k számí tásba . A glikoforin ugyancsak m u t a t lec t inreceptor 
ak t iv i t á s t [59, 79 81, 113], a m á r eml í t e t t MN-ant igén sa já tosságon k ívül . 
E z a gl ikoprotein a m e m b r á n o n keresz tü lnyül ik , és i n t a k t se j tek esetében a 
l ak toperox idázos jódozással c sak a szénhidrá t -egységeket t a r t a l m a z ó te rmi -
ná l i s része j ó d o z ó d i k [22, 81, 84] . A gl ikoprotein magas sz iá l sav- ta r t a lma a d h a t 
m a g y a r á z a t o t a WGA-recep to r sa já t ságra , mive l zsírsej teken végzet t kísér-
l e t e k szerint a sz iá l sav-de te rmináns felelős a WGA-kötésé r t [29]. Az egér 
L 1210 jelzésű leukémiás se j t j e ibő l izolált g l ikoprote in-f rakció [55] concana-
v a l i n A, WGA és lencse P H A recep tor , és ez a f rakc ió is sz iá lsavat t a r t a l m a z . 
Hason ló a he lyze t a vörösvér tes tbő l izolált PHA- recep to r r a l is [68]. 
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A magas sziálsav t a r ta lom a glikoforin ese tében m e g m a g y a r á z z a az 
MN-an t igén sa já tosságo t , amely k o r á b b i ada tok szerint is sziálsavhoz k ö t ö t t 
[60]. Hason lóan m a g y a r á z a t o t ad a v í rus - r ecep to r t u l a jdonság ra , mivel a gliko-
forin r ecep to ra az i n f l uenza v í r u s n a k is. Ez a t u l a j d o n s á g szintén a sziálsav-
de te rminánsokhoz k ö t ő d i k [5, 6, 147] . 

A l imfoci ta m e m b r á n b ó l , a vö rösvé r t e s t m e m b r á n b ó l és az egér l eukémia 
se j t ekből izolált LIS-gl ikoprote in f r a k c i ó k sok t e k i n t e t b e n hason l í t anak egy-
másra . B á r a molekulasúlyok k ö z ö t t 30—80 ezerig többfé le a d a t o t t a l á lunk , 
a l eg több individuál is L I S - e x t r a h á l t gl ikoprotein molekulasú lya 50 ezer körül 
van . Va lamenny i L IS- f r akc ió m a g a s szénhidrát t a r t a l m ú , és k i fe jeze t t en je-
lentős a sziálsav t a r t a l m a , amely p l . a vörösvér tes t gl ikoforin ese tében a te l jes 
ghost sziálsav t a r t a l m á n a k n a g y o b b i k részét je len t i . A LIS t e h á t az eddigi 
a d a t o k szer int sz ia logl ikoproteineket képes szolubilizálni. A pon tos szolubi-
lizációs mechan izmus ismeret len, részben „ c h a o t r o p " , részben ionos deter-
gens ha t á s sa l m a g y a r á z z á k . 

A LIS-g l ikopro te inek m e m b r á n o n belüli elhelyezkedése sem pon tosan 
i smer t . A vörösvér tes t m e m b r á n b a n a glikoforin úgy helyezkedik el, hogy kö-
zépső, apoláros régiója a m e m b r á n l ipid ket tős ré tegével létesít h id ro fób kap-
csola to t , a m e m b r á n belső oldalán egy rövidebb, k ívül pedig egy hosszú hidro-
fil s zakasz t t a lá lunk , amely u t ó b b i h o z kapcso lódnak a szénh id rá tok . E z t 
aminosav-anal ízissel és a szekvencia megha tá rozásáva l is b i zony í t o t t ák [81, 
113]. A vö rösvé r t e s t -membrán f e h é r j é i n e k és g l ikoprote in je inek t opog rá f i á j á -
val részletesen is fog la lkoz tak [84]. A felületi s zénh id rá tok közül különösen az 
N-ace t i l -neuraminsav je lentős , a m e l y a korábban eml í t e t t ant igén- és receptor 
f u n k c i ó k o n kívül a m e m b r á n nega t ív tö l tésé t is b iz tos í t j a , bá r ebben a s a v a n y ú 
aminosav-olda l láncok is k ö z r e j á t s z a n a k [138]. Ez az erős nega t ív tö l tés vala-
m e n n y i LIS-gl ikoprote inre jellemző vol t . A fen t eml í t e t t g l ikoprote in beágya-
zódás feltételezése a z é r t is vonzó, m e r t jól összeegyezte thető a f lu id-moza ik 
membránmodel le l [22, 119]. T o v á b b i v izsgá la ta inkban elsősorban a glikoforin-
nal p r ó b á l j u k meg összehasonl í tani a l imfocita LIS-g l ikopro te in - f rakc ió já t , 
t e h á t v í rus- és lec t in-receptor s a j á t s á g o k a t v izsgá lunk. Mivel ez a f rakc ió 
e l térően a M A R C H E S I és mtsai á l t a l le í r t glikoforintól , t ö b b individuál is fehér-
jéből áll. t isztázni kell , hogy a d o t t biológiai s a j á tosság melyik individuál is 
komponenshez kö tőd ik , t ehá t a szé tvá lasz tás t is meg kell oldani . 

A röv id í t é sek magya ráza t a 

AMP = adenozin-5 ' -monofoszfát 
A T P = adenozin-5 ' t r i foszfá t 
Con A = concanaval in A 
DOC = Na-dezoxikolá t 
H E P E S = 4-hidroxie t i l - l -p iperazini l -e tán-2-szulfosav 
L I S = l í t ium-di jódszal ic i lá t 
NP-40 = Nonidet P-40 (nem-ionos de t e rgens ) 
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P H A = f i tohemagglu t in in 
S B A = szójabab-agglu t in in 
S D S = Na-dodeci lszul fá t 
T C A = t r ik lórece tsav 
W G A = búzacs í ra-agglut in in (whea t germ agglut inin) 
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