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1. Bevezetés

A biolégiai membranok szerkezetének felépitésében a lipideken és fehér-
jéken kiviil szénhidratok is részt vesznek. Ezek a szénhidratok részben a gliko-
lipidek, részben a glikoproteinek szénhidrat-egységeinek alkotérészei. A szén-
hidratot tartalmaz6 molekuldk azon kiviil, hogy a membranok struktirajaban
fontos felépits szerepet jatszanak, egyéb biolégiai funkeidkkal is rendelkez-
hetnek, példaul a glikolipidek kozott talaljuk meg az ABH vércsoport-anti-
géneket, a glikoproteinek kozott pedig transzplantaciés antigéneket, feliileti
lectin-, virus-, immunoglobulin- és egyéb receptorokat. A glikoproteinek
szénhidrat részének a legtobb esetben meghatarozé szerepe van a biolégiai
funkciéban, ezért szerkezetiik ismerete igen fontos. A feliileti glikoproteinek
elhelyezkedése, szerkezete a sejt transzformiciéja soran jelentésen megval-
tozik, és ez a valtozas az egész sejtmembran struktirajat érinti.

Az utébbi években tisztaztak a sejtek oldhaté glikoproteinjeinek szer-
kezetét, funkciéjat, sGt szintézisének mechanizmusat is. Ezért jelenleg a struk-
turalisan kétott membran-glikoproteinek kutatasa keriilt el6térbe. Tiszta for-
maban torténé elSallitasuk, oldatba vitelik sok problémat vetett fel, és kap-
csolatos a sejtmembranok preparalasi problémaival is. A vizsgalatok jelentds
eredményei és a kidolgozott szamos 1j médszer ellenére a kérdések még messze
vannak a megoldast6l. A plazma-membran tiszta formaban torténd elGalli-
tasa, a fehérjék szolubilizalasa csak kevés esetben oldhaté meg. Az eddigi
eredményekrdl és néhany sajat kisérletiinkrgl szeretnék beszamolni, Gssze-
hasonlitva azokat az irodalombél ismert tényekkel. Ezek a kisérletek a limfo-
citak plazma-membran glikoproteinjeivel kapcsolatosak, ezért a tovabbiakban
elsésorban a plazma-membranokkal szeretnék foglalkozni, kiilonos tekintettel
a limfocitakkal kapcsolatos prébalkozasokra.

2. A plazma-membranok szerkezete
A plazma-membran izoldlds technikai problémai és madszerei

A membranok szerkezetével kapcsolatban tébbféle modellt dolgoztak
ki, és egyel6re nincs még egyértelmiien elfogadott valtozat. Az utébbi idében
egyre elfogadottabba valik az tn. fluid-mozaik modell, amelyet el§szor SINGER
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és NicorLson irt le 1972-ben [21, 67, 87, 99, 119]. A modellt vazlatosan mutat-
juk be az 1. abran. Lathat6, hogy a membran alapjat egy fluid szerkezeti
lipid kettdsréteg matrix alkotja, és ebbe agyazédnak, illetve ehhez kapcsolod-
nak a fehérjék (1., ill. 2. abra). A fehérjék egy része csak laza, elektrosztatikus
kotésekkel kapesolddik a lipidek polaros végeihez, ezért mar alacsony ionergs-
ségii oldatokkal lemoshaté. Ezek az tin. periferialis fehérjék, pl. a mitokond-
rium esetén a citokrém c¢ vagy a vorosvértestek spektrinjei. A fehérjék masik
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FLUID - MOZAIK MEMBRANMODELL

kilso felszin

P = periférias feherjek
1.2.3 = kilonbozé integralt feherjek
I. dbra. A fluid-mozaik membranmodell vazlatos rajza. P = periférias fehérjék 1.2.3 = integ-
ralt fehérjék kiilonb6z6 tipusai. A kiilsg felszin fehérjéi szénhidratot tartalmaznak. ezt az elé-
gazé agacskak jelzik

csoportja viszont mélyen bedgyazddik a lipid-rétegbe. ahhoz apolaros koleson-
hatasok révén erdsen hozzakapesolédik. Ezek az tn. integralt fehérjék, ame-
lyek csak erélyes szolubilizalasi médszerekkel vihetSk oldatba. Ezek egy része
teljesen beagyazddik a lipidbe, masok a membran egyik oldalan kilégnak a
lipidbél, de eléfordulnak a membranon atnyilé és annak mindkét oldalan ki-
16g6 fehérjék is (1- 3. abra). Ilyenek pl. a plazma-membran Na® K+ akti-
valt ATPaza, a mitokondrialis elektrontranszport enzimei stb. A fehérjék
beagyazédasanak mértéke valtozo, pl. a rodopszin beagyazottsaga figg a
megvilagitastél (4. abra). Egyes modelleken feltiintetnek egy dn. kotd-lipid-
réteget, amely monomolekularis rétegként veszi koriil a beagyazott fehérjét,
és feltételezheten ez létesiti alipid —fehérje kotést (5. abra). A membranfehér-
jék a 2. abran lathaté médon aggregatumokat is alkotnak. egy ilyen aggl'egé-
tum barmely alkotérészének valtozasa az egész aggregatum elhelyezkedését,
funkcigjat is érinti. Gyakorlatilag barmely fehérje valtozasa az egész membrant
befolyasolhatja. éppen az aggregatumok miatt.

MTA Biol. Oszt. Kazl 19. (1976)



MEMBRAN GLIKOPROTEINEK STRUKTURALIS ES FUNKCIONALIS SAJATSAGAI 249

¢ J

2. Gbra. A fluid-mozaik membran vézlatos térbeli abrazoldsa, a lipid kett§srétegbe agyaz6do

kiilonféle fehérjékkel. a) periferialis fehérje, b) részlegesen bedgyaz6dé fehérje, c) a membrén

teljes vastagsdgiaban bedgyazodé fehérjék, parokban,ill. egyszeri molekulikként [CAaPALDI,
1974 utan (22)]

3. dbra. A virosvértest membran egyik fehérje-aggregdtuma, amely két, a membrénon keresz-
tiilnytlé fehérjébsl 4ll (egy glikoproteinbél, a) és egy 87 000-es molekulasily fehérjébsl, b)
amelyhez egy spektrin-molekula c) csatlakozik.) [CAPALDI 1974 utdn (22)]
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4. dbra. A rodopszin bedgyazottsdgdnak fiiggése a megvilagitastél. Baloldalt a megvilagitatlan
allapot lathaté, itt a molekula egyharmada dgyazédik be, mig a jobboldali képen a megvilagi-
tott dllapotban a molekula félig siillyed a lipid matrixba. [CAPALDI 1974 utin (22)]
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5. dbra. A ,kots” lipidréteg. A lipid matrixba dgyazédott fehérjemolekuldkat egy molekula
rétegvastagsighan lipid veszi koriil, amely az apoldros kapcsolatért felelgs. [CaparLpr 1974
utan (22)]

A plazma-membranok tiszta elGallitasa és a preparatumok tisztasiganak
ellenérzése komoly feladat. Teljesen tiszta plazma-membrant eddig csak a
vorosvértestekbdl tudtak izolalni, mivel az eml&s eritrocitak hemolizise utian
a hemoglobint alaposan kimosva tiszta membran, az tin. ghost marad vissza
[36]. A magvas sejtek membranjanak tisztitisa ennél sokkal problematikusabb,
munkaigényesebb és a preparatumok tisztasiga és kitermelése ritkan opti-
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6. dbra. Intakt(1l) erithrocita és ghost(2) membranfehérjéinek jodozhatésaga. Az intakt sejt
csak a kiils6 feliiletén jodozédik, mig a ghost mindkét feliiletén. A jédozéast Na'®'I-dal, lakto-
peroxidaz enzim segitségével végezhetik el. [CaPALDI 1974 utén (22)]

malis. A membran-preparatumok tisztasagat elektronmikroszképos és bio-
kémiai médszerekkel ellendrzik. Az elektronmikroszképos képek jellemzék az
egyes membranféleségekre, mig a biokémiai vizsgalatok azon alapulnak, hogy
bizonyos enzimek adott ultrastruktirdhoz kotottek [26], és igy jellemzd, hogy
milyen membranokban mérheté magas specifikus enzimaktivitas. A kémiai
osszetétel is jellemzd lehet, pl. a plazma-membrant a magas szialsav-tartalom
és magas koleszterol—foszfolipid arany jellemzi. A kémiai, biokémiai és elekt-
ronmikroszképos adatok egyiittesen mar kielégitden jellemzik az adott pre-
paratum tisztasagat.

Az utébbi idében sokféle sejthdl probaltak plazma-membrant preparalni.
Megemlitjiik a majsejtek [37, 100], fibroblasztok [T1], élesztdsejtek [108],
idegsejtek [48], izomsejtek [63], thymocitak [2, 69, 137], limfocitak [1, 34, 40],
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kiilonféle tumor sejtek [55, 89, 139, 140], trombocitak [88] membranjainak
izolalasat. A mdédszerek eléggé eltérek, azonban alapelviik azonos. Elészir
valahogyan feltarjak a sejteket (izot6nias homogenalas, hipoténias lizis, fa-
gyasztas-felolvasztas, nitrogénes robbantas, ultrahang-kezelés stb.), a sejt
alkotérészeket differencial-centrifugalassal szétvalasztjak és a kapott mikro-
szomalis iiledékbél gradiens ultracentrifugélassal kiilonitik el az egyes memb-
ranokat. A kapott frakciékat a korabban emlitett mdédszerekkel analizaljak,
tisztasagukat meghatarozzak. Mind a membranok szennyezettsége, mind ki-
termelése fiigg a preparalasi médszertdl, legtobbnyire a kétértékii kationok
koncentraciéjatol, amely a plazmamembran és az endoplazmatikus retikulum
frakciok szétvalasztasat befolyasolja. A legkritikusabb az optimalis Mg?*-
koncentracié megvalasztasa, amely dontden befolyasolja a kisérlet sikerét.
A kapott plazma-membran a legoptimalisabb kitermelés esetén is csak a sejt
osszes fehérjetartalmanak 15 szazalékat képviseli.

A sejtek plazma-membranjainak vizsgalatara otletes izotépos médszere-
ket is: alkalmaznak. *1I~-ionokkal a fehérjék csak akkor jédozhaték, ha lakto-
peroxidaz katalizalja a folyamatot, az enzim azonban a sértetlen plazma-
membranon nem képes athatolni, ezért csak a lipidb6l kil6gé terminalis j6dozé-
dik. Sériilt membranok esetében azok a fehérjék is jédozédnak, amelyek a
membran belsé oldalan helyezkednek el (6. abra). A médszer alkalmazasanak
optimilis feltételeit is kidolgoztak [54, 78, 91, 134]. A tripszinnel el6kezelt
sejtek jodozhatosaga megnd, ezt temetett tirozin-oldallancok felszinre keriilé-
sével magyarazzak [92, 93]. A moédszer lehetdvé tette a plazma-membran fe-
hérjék exponaltsiganak, feliileti elhelyezkedésének vizsgalatat, ezzel jelents-
sen hozzdjarult a membranfehérjék és glikoproteinek sikeres vizsgalatahoz.
A vorosvértest membranon pl. 5x10° molekulabél kb. 15 ezer, vagyis 3%,
jodozhaté meg, tehat ezek helyezkednek el exponalt helyzetben.

3. A membranfehérjék és glikoproteinek izolalasa

Az integralt fehérjék membranokbél torténd extrakeiéjara a kutaték igen
valtozatos modszereket dolgoztak ki. Ezekkel a médszerekkel szemben az
alabbi legfontosabb kévetelményeket tdmasztjuk:

a) a fehérjét teljes mértékben szolubilizaljak, tehat 100 000 g-vel ki-
iilepithetd részecskéket az oldat ne tartalmazzon [101, 104], amely feltétel
egytttal azt is jelenti, hogy a membrant stabilizalé fehérjelipid kapcsolatokat
a reagensnek meg kell bontania;

b) a reagens ne valtoztassa meg a fehérje primer szerkezetét, tehat ne
bontsa meg a peptidkiotéseket;

¢) a reagens ne valtoztassa meg a fehérje térszerkezetét, vagyis a biols-
giai hatasat, illetve funkciéjat.
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A fenti kovetelményeknek egységesen eddig egyetlen médszerrel sem
lehet eleget tenni. Altalaban ragaszkodni szoktak az a) pontban megfogalma-
zott feltételhez, amely a szolubilizaciéra vonatkozik, és tobbé-kevéshé a biol6-
giai funkcié sértetlenségéhez, hiszen a fehérjét ennek alapjan lehet kimutatni,
mérni. Az alabbiakban roviden 6sszefoglaljuk a legelterjedtebben alkalmazott
szolubilizaciés modszereket.

1. Az ionerésség és a pH megvaltoztatasa [43, 62, 64, 102—104, 109]:

Az ioner&sség jelentds megemelésével bizonyos integralt fehérjék is
oldatba vihet6k. Ennek legismertebb példaja a hisztokompatibilitasi antigének
szolubilizaciéja 3 M KCl-dal [103, 104] emberi limfocitak feliiletérsl. Az ext-
rakciét azzal magyarazzak, hogy a Cl7-ion tn. chaotrop agens, amely elGse-
giti a fehérjelancok szétesavarodasat és az aggregalt fehérjekomplexek disszo-
ciaciéjat, és ez az apolaros kolesonhatasok felbomlasahoz vezet. Ismert proé-
balkozas még az EDTA hasznalata [65, 76] is. A pH-megvaltoztatason alapulé
médszerek koziil megemlitjiilk a 0,1 M sésavas extrakciét, amelyet eritrocita
membranok esetében alkalmaztak [109].

2. Részleges proteolitikus bontas fehérjebonté enzimekkel:

Rendkiviil elterjedt médszer, alapja, hogy a proteolitikus emésztés soran
a membranbél kiallé fehérjékrsl még biolégiailag tobbé-kevésbé aktiv frag-
mentumokat lehet lehasitani és oldatba vinni. A médszer erdsen kritizalhatd,
hiszen a b) pontban megfogalmazott alapfeltételt sérti meg, és felmeriil a
gyani, hogy — mivel nem intakt fehérjemolekuldval dolgozunk - a biolégiai
funkcié is karosodhatott. Széles kori alkalmazasat a modszer egyszeriisége
indokolja, valamint az a tény, hogy a kapott fragmentumoknak bizonyos bio-
légiai aktivitasa mégis van. A legelterjedtebben hasznalt enzimek a papain
[27, 28, 90, 114], a tripszin [24, 58, 92, 147] és a pronaz [9, 42, 70]. Papainnal
a hisztokompatibilitasi antigéneket, pronazzal a vorosvértestek PHA (fito-
hemagglutinin) -~ receptorait, tripszinnel idegsejtek, vorosvértestek, limfoci-
tak membranfehérjéit és glikoproteinjeit tavolitottak el.

3. Reverzibilis denaturalé agensek hasznalta:

Elsésorban a 6 M guanidin-hidrokloridot alkalmaztak [125, 133], azon-
ban a fehérje denaturaciéja, alegységekre torténd szétesése miatt a médszer
alkalmazasat vitatjak [75].

4. Szerves oldészerek hasznalata:

Rendkiviil kiterjedten hasznéaljak. Vizzel nem elegyedd szerves oldo-
szerek hasznalatan alapul, mert ilyenkor a szolubilizalt lipidek elsésorban a
szerves fazisba, a fehérjék és glikoproteinek elsdsorban a vizes fazisba keriilnek,
és ezt kovetSen egyszerien elvalaszthaték. Legismertebbek a butanol - viz
[74, 76], fenol —viz [76], piridin — viz [11, 12, 150], kloroform - metanol —viz
[21, 42, 45] elegyek segitségével végzett szeparalasok. A médszer hasznalha-
tosagat erdsen korlatozza a szerves oldészer denaturalé hatasa.

5. Mechanikai médszerek alkalmazéasa:
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Ritkabban alkalmazzak, mivel megfelels késziiléket igényel. A hiszto-
kompatibilitasi antigének izolalasa alacsony frekvenciaji hangrezgésekkel
érhetd el [104], kb. 12 —159-0s kitermeléssel. A pontos szolubilizaciés mecha-
nizmus nem ismert, feltételezik, hogy itt is nem-kovalens jellegii kotések bom-
lanak meg a szonikus energia hatésiara. Az ultrahang denaturilhatja az anti-
géneket pl. a H-2 antigént [104].

6. Szolubilizalas detergensekkel:

Ugyancsak igen elterjedt médszer, ionos és nem-ionos detergenseket
egyarant alkalmaznak. Az ionos detergensek hatranya, hogy gyakran okoznak
denaturaciét, mig a nem-ionos detergensek kiméletes hatisat rendkiviil le-
rontja, hogy a szolubilizalas utan csak igen nehezen tavolithaték el a fehérje
mell§l [101]. Ezért a detergenses médszer hasznélata igen nagy koriiltekintést
igényel. A médszer segitségével mindenféle membranfehérje oldatba vihetd
és az oldatbél kell azokat kiilonféle médszerekkel tovabb tisztitani. A legelter-
jedtebben hasznalt ionos detergensek a natrium-dodecilszulfat (SDS) és a
natrium-dezoxikolat (DOC), a nem-ionosak kéziil a Triton-X-100 és a Nonidet
P-40(NP-40), ezekkel a detergensekkel tobbek kozott vorosvértestek, vese
glomerulus sejtek, limfocitak, virusok, fibroblasztok membranjabél szolubi-
lizaltak fehérjéket, glikoproteineket [31, 38, 47, 56, 64, 65, 85, 107, 112, 117,
133}:

7. Specialis szolubilizaciés médszerek alkalmazasa:

Egyes esetekben kiillonb6z6 vegyiiletekkel, sokszor ismeretlen mechaniz-
mus alapjan szolubilizalhaték a fehérjék. Ilyenkor altalaban 6sszetett hata-
sokrél van sz6. Az altalunk is felhasznalt egyik ilyen médszer a membran-gliko-
proteinek szolubilizacigjara litium-dijédszalicilatot (LIS) alkalmaz. Errél
feltételezik, hogy részben mint ionos detergens, részben mint ,.chaotrop”-

agens mikodik [59, 79--81, 113].

4. A membran-glikoproteinek szerkezetének és funkeciéjanak
kapcsolata

A membranfehérjék altalanos kémiai és fizikai-kémiai sajatossigai nagy-
részt a membran-glikoproteinekre is érvényesek. A membréanfehérjék apolaros
aminosavai altalaban egy nagyobb, ésszefiiggd apolaros régiét képeznek, és
ez a hidrof6b régié a lipid—fehérje kapcesolatban fontos szerepet jatszik. Ennek
a hidroféb régionak a létezését a vorosvértest membran esetében az aminosav-
szekvencia meghatarozasa is igazolta [81, 113]. A fehérjerész polaros régisja
a membran felszinén orientalédik. Vannak olyan glikoproteinek, amelyek
atnyilnak a membranon, és két polaros régiéjuk is van, az egyikhez, amely a
sejt felszinén helyezkedik el, a szénhidrat-egységek is hozzakapesolédnak [81].
A szénhidrat-egységek felszini elhelyezkedése a plazma-membran glikoprotei-
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nek esetében altalanesnak mondhaté, mivel csak igy képesek ellatni antigén,
receptor és egyéb biologiai funkcidikat.

A membran-glikoproteinek szerkezetében nem tapasztaltak kiilonosebb
eltéréseket a mar megismert glikoproteinek szerkezeti alapelveitgl. A leggyak-
rabban el6fordulé szénhidratok: glukéz, mannéz, galaktéz; gluk6zamin, man-
nézamin, galaktézamin N-acetilalt szdirmazékai; fukéz; N-acetil-neuroaminsav.
A két ut6bbi szénhidrat rendszerint a szénhidrat-egységek terminalis szénhid-
ratja, igy a szialsavnak fontos szerepet tulajdonitanak a feliilet negativ tolté-
sének biztositasaban [138]. A szénhidratrész rendszerint meghatarozza a re-
ceptor, illetve antigén funkciéjat, bar ez nem feltétleniil van igy minden eset-
ben. A fehérjerész antigénsajatsagait kiilonféle moédositasokkal vizsgaltak,
pl. kicseréltek egyes aminosavakat. Ezek a vizsgilatok bebizonyitottak, hogy
a legtobb esetben tirozin oldallincok vesznek részt az antigén-sajatsag meg-
hatarozasaban. Meghataroztak az antigénhelyek méreteit is. Ezek altalaban
egy hexaszaharid (34X 12 x 7 A) vagy egy pentapeptid (25x11x6.5 A) mé-
reteinek felelnek meg. Mivel egy oktapeptid minimalisan sziikséges az alfa-
helix kialakulasahoz, feltételezik, hogy az antigén-helyek nem mutatnak heli-
kalis struktarat [97].

A szénhidrat- és a fehérjerész kapcesolata kovalens. A két legelterjedtebb
kotéstipus az aszparagin-oldallancok és az N-acetil-gluk6zamin kézti N-gliko-
zidos, illetve a szerin és treonin hidroxilok, valamint az N-acetil-galakt6zamin
kozott kialakuld O-glikozidos kotés. A tovabbi szénhidratok egyszeri glikozi-
dos kotésekkel kapcsolédnak egymashoz és az elsé szénhidrathoz.

A feliileti glikoproteinek legtobbnyire antigén- vagy receptor-funkciét
latnak el. A vérésvértest-membran vércsoport-antigénjei koziil az ABH vér-
csoport-antigének funkciéja glikolipidhez kotott [44, 61, 127, 143], bar MAR-
CHESI és mtsai szerint a vorosvértest-membran f6 glikoproteinje, a glikoforin
AB antigén sajatsdgokat is mutat [59, 81]. Ez a jelenség nehezen értelmezhetd,
hiszen vagy azonos szénhidrat-determinansokat kell feltételezni, vagy a gliko-
lipid funkcioban szerepl$ része asszocial a glikoforinnal, és az asszociatum a
LIS-kezelés hatasara is sértetlen marad.

A glikoforin MN-antigén sajatsagokat is mutat [59, 80, 81]. Az MN-
antigént mas mdédszerekkel is lehet szolubilizalni, igy dezoxikolattal [119],
kloroform-metanollal [45], st tripszines emésztéssel is [58]. A dezoxikolattal
szolubilizalt antigén azonban csak a lipidfrakeié jelenlétében lesz teljesen aktiv.
A vizes piridinnel extrahalt MN-glikoprotein a vizes fazisba keriil [12]. Az
MN-antigénre vonatkozé analitikai adatok alapjan vilagosnak latszik, hogy
a sajatsag szidlsav-determininshoz kotott, tehat az MN-antigének szidlogliko-
proteinek [60].

Bonyolultabb a hisztokompatibilitasi antigének problémaja. Izolalasuk
a limfocitak feliileti membranjaboél térténhet, mivel feliileti membranhoz ko-

tottségiik sokoldalian bizonyitott [46, 47, 50, 51, 96]. A plazma-membranok
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preparalasa azonban limfocitak esetében is igen nehéz, st az izolalt membran-
fragmentumokbdl is rosszak a kitermelési eredmények, legalabbis a HL-A
antigének esetében [104]. A hisztokompatibilitasi antigének szolubilizaciéjara
kidolgozott médszerek koziil jelenleg a legmegfelelsbb a REISFELD és mtsai
altal kidolgozott 3 M KCl-os médszer [43, 102 104]. Emellett a papainos
emésztés [27, 28, 90, 135] és a detergens segitségével torténd szolubilizalas a
legfontosabb [31, 33, 124], bar megprébalkoztak egyéb médszerekkel is. Ezek
altalaban azért nem alkalmasak, mert a szolubilizalt antigén denaturilédott,
elvesztette aktivitasat.

REISFELD és mtsai nem membranbél, hanem intakt limfocitabél indul-
tak ki a preparalaskor. A 3 M KCl-t tartalmazé pH = 7.4-es hiperténias puf-

7. dbra. A H-2 glikoprotein elhelyezkedése az egér limfocita membranban. A 45 000-es mole-

kulasilya fehérje flexibilis rid alaka, a sotét és sdvozott részek az antigén-helyeket, a két

fiiggelék a két szénhidrat-egységet abrazolja. Feltiintették a papainos kezelésre szenzitiv helyet
is [NATHENSON és CULLEN 1974 utén (85)]

fer szolubilizalta az antigént, az oldatbél a DNS-t eltavolitottak, és igy a bio-
l6giai aktivitas 809,-at sikeriilt visszanyerni. A tovabbi tisztitas preparativ
gél-elektroforézis segitségével torténhet. Az ilyen médon szolubilizalt HL-A
antigén nem tartalmazott szénhidratot. A detergenses és papainos médszerrel
szolubilizalt hisztokompatibilitasi antigének viszont 3109, szénhidratot
tartalmazé glikoproteinek. A szénhidrat-egységek enzimatikus eltavolitasa
ugyanekkor nem befolyasolta érdemlegesen a biolégiai funkeciét, igy a szén-
hidrat-rész szerepe nem ismert [85, 121]. A papainnal szolubilizalt HL-A
antigének alegység-szerkezete érdekes, mivel ezek két polipeptidbél allnak [28],
az egyik egy 31 ezres molekulasilyd glikoprotein, a masik egy 1112 ezres
molekulasilyi fehérje, amely nem glikoprotein. Errél az utébbi fehérjérdl azt
feltételezik, hogy azonos a béta-2-mikroglobulinnal [90, 122]. A HL-A antigén
izolalasara ijabban tobb médszert is leirtak, és a limfocitak helyett mas sejte-
ket is hasznaltak. ElGallitottdk a HL-A antigént 1épbél papainnal [106], trom-
bocita membranokbél NP-40 detergenssel [31], s6t kromatografias tisztitassal
normal szérumbdl is [10].
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A HL-A antigén mellett az egér H-2 antigénjeit is kiterjedten vizsgaltak.
A detergenses [112] és a proteolitikus emésztéssel [32, 83, 114, 115] kapott
H-2 antigének glikoproteinnek bizonyultak, és 8109, szénhidratot tartalmaz-
tak [85, 112]. Ma mar a H-2 antigének szénhidrat-egységeit elég jol ismerjiik,

NANA NANA (NANA)
|
GAL GAL GAL
|
GlcNAc GlcNAc GlcNAc
I
MAN MAN MAN GlcNAc GlcNAc
FUC GlcNAc
AspNH
PROTE IN

8. dbra. A H-2 antigén szénhidrat-egységeinek hipotetikus modellje. GlcNac = N-acetil-
glukézamin, FUC = fukéz, MAN = mannéz, GAL = galaktéz, AspNH = aszparagin,
NANA = N-acetil-neuraminsav [NATHENSON és CULLEN 1974 utén (85)]

és nemcsak kémiai osszetételiik, hanem részletes szerkezetiik is tobbé-kevésbé
felderitett [32, 52, 85, 115]. A H-2 antigén membran-szerkezetbe agyazédasat
vazlatosan a 7. abra, egy szénhidrat-egységének hipotetikus modelljét a 8. abra
mutatja be.

A kétféle hisztokompatibilitasi antigén-csoportra vonatkozé adatok
osszevetése, az antigének feliileti elhelyezkedésére iranyulé vizsgilatok ered-
ményei alapjan érdekes kovetkeztetésekre juthatunk. A H-2 antigének felileti
elhelyezkedésére a csomékba rendez6dés jellemzd, és ez eltér az egér thymoci-
tak esetében a T-limfocitat jellemz§ teta-antigének szort elhelyezkedésétdl
[4, 5]. A HL-A antigének feliileti eloszlasat jelentésen befolyasolja anti-HL-A
antitestek membranhoz kot8dése [66]. Az antigének topografidjanak vizsga-
lata jelentds alatamasztast ad a fluid-mozaik modell szamara, amely a legjob-
ban magyarazza az antigének bedgyaz6dasat a membranba, és az antitestek-
kel torténé kolesonhatas egész membrant befolyasol6é hatasat. A H-2 és HL-A
antigének szerkezetének 0Osszehasonlitasa sokat mondé kovetkeztetések levo-
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nasara ad lehetdséget. A legtobb vizsgalat szerint mindkét molekula egylanci
fehérje, tehat sem redukciéval, sem ureas kezeléssel nem esik szét alegysé-
gekre, ugyanekkor mindkét antigént nagyfokd mikroheterogenitas jellemzi
[53]. Azonos médszerekkel preparalt H-2 és HL-A antigének molekulasilya és
szénhidrat-Gsszetétele is hasonld, igy joggal feltételezhetd, hogy ezek az anti-
gének genetikailag és szerkezetileg is homolég fehérjék [53]. Mindkét hiszto-
kompatibilitasi antigén esetében felmeriil a kérdés, hogy van-e mas funkeiéjuk

90

80+

-4

70r

°/e-ban

60

antigen

S0+
L0r
30
201

10

Eltavolitott

1 1 1 4

- |
0 45 90 135 180 %0
perc

9. dbra. A HL-A 2 antigén papainos eltavolitdsa az idé fiiggvényében, emberi periférids vér

limfocitak feliletérdl. 25 | antiszérumot 10° sejtre adszorbealtattak 60 percig, az adszorbealt
antiszérumot —90 C°-on fagyasztottak, mig frissen preparalt 5'Cr-jelzett limfocitdkkal meg
nem titraltdk. Az értékek 8 mérés atlagit mutatjak [TURNER és mtsai 1972 utan (135)]

a hisztokompatibilitasi antigén-funkeion kiviil. Erre vallanak ugyanis azok a
kisérletek, amelyeket papainnal kezelt sejtekkel végeztek. A hisztokompatibi-
litasi antigének papainos eltavolitdsa utan periférias vér limfocitak feliletén
6 ora alatt a teljes leemésztett antigén-mennyiség regeneralédik [111, 135].
A HL-A 2 antigén esetében végzett vizsgalatok azt is bebizonyitottak, hogy
a fehérje de novo szintetizalédik, mert a szintézis puromicinnel gatolhaté,
ugyanakkor aktinomicinnel csak részlegesen, amely arra utal, hogy egy 2
o6raig stabilis preformalt m-RNS van jelen a sejtekben. A kisérletek eredményeit
lathatjuk a 9 12. abrakon. A gyors szintézis arra utal, hogy ezeknek az anti-
géneknek mas, nélkiilozhetetlen biolégiai funkciéjuk is lehet, amely még egye-
I6re nem ismert. Erre utalnak a szénhidrat-egységek is, amelyeknek az anti-
gén-funkciéban nines szerepiik.

Az antigén-determinansok mellett a glikoproteinek a feliileti receptorok
specificitasaban is fontos szerepet jatszanak [136]. Elsésorban az dn. lectin-
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10. d@bra. A HL-A 2 antigén Gjraképzddése az id§ fiiggvényében. 90 perces papainos emésztés
utén kétszer mostak, majd 10¢ sejt/ml koncentrdciéban felszuszpendaltdk a sejteket. Az ered-
mények 3 kisérlet atlagdbodl szdrmaznak [TURNER és mtsai 1972 utian (135)]
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11. dbra. Puromicin hatdsa a HL-A 2 antigén Gjraképzédésére. O)— () 0 perccel a papainos
inkubélas utin; [l]l— [ 6 6raval az Gjrainkubalds utdn; A — A 6 6rdval az Gjra-inkubélas utdn
puromicin jelenlétében; [J— [] 6 6ras puromicines reinkubilds és 6 6rds tijabb inkubdlds utan,
mely mér puromicin nélkiil tortént [TURNER és mtsai 1972 utédn (135)]

receptorokat emeljiik ki, amelyek a kiilonféle novényi agglutininek megkoté-
sében vesznek részt. Az eddigi vizsgalatok szerint a szénhidratrész dontd sze-
repet jatszik a lectinek funkciéjaban, és a lectinek — amelyek szintén gliko-
proteinek — maguk is szénhidrat-résziikkel kotddnek a receptorokhoz.
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12. dbra. Aktinomicin D hatédsa a HL-A 2 antigén ujraképzédésére. A sejteket 2 6ran at inku-
baltak aktinomicin D jelenlétében. O--Q 0 perccel a papainos kezelés utan; []— [] 6 6raval
az inkubdlds utdn aktinomicin D-vel tortént reinkubalassal [TURNER és mtsai 1972 utdn (135)]
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13. abra. A glikoforin molekula elhelyezkedésének sematikus rajza. A molekula N-terminalis

része helyezkedik el a membréan kiilsé oldaldan, és ezen a részen helyezkednek el a megjelolt

szénhidrat-egységek is. A C-terminalis darab a membran belss oldaldn végzédik, mig a kézépsd,
hidroféb rész a lipidbe agyazdédik (MARCHESI és mtsai 1972 utdn)
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A vorosvértest membran borsé-fitohemagglutinin (PHA) receptorat
pronazos emésztéssel és mas modszerekkel is izolaltak [68, 70], ez lencse PHA-
ra, concanavalin A-ra és anti-B-szérumra is aktiv volt, amely hasonlé szén-
hidrat-determinansokra utal. A receptor a kémiai analizis szerint a ghost
neutralis cukortartalmanak 14,39,-at tartalmazza [70].
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14. abra. A glikoforin molekula primer szerkezetének vazlata. A nyilak a tripszin-szenzitiv

pontokat jelzik, mig a feliil lathaté szakaszok a BrCN-kezelés utén kapott fragmentumoknak

felelnek meg. A szénhidrat-tartalma peptidek az N-terminadlis részen helyezkednek el. (MAR-
CHESI és mtsai 1972 utan (81)]

MARCHESI és mtsai a vorosvértest glikoforin esetében az MN-antigén sa-
jatsag mellett lectinkot8 tulajdonsagot is tapasztaltak. A glikoprotein tartal-
mazta a PHA és a bizacsira-agglutinin (WGA) kotShelyet is [59, 81]. A gliko-
protein szerkezetét és a PHA kot8dés bizonyitékait a 13--15. abrak mutatjak.
Zsirsejtek esetében CUATRECASAS és mtsai azt tapasztaltak, hogy neuramini-
dazos kezeléssel a WGA-kot6dés csokken, amely a szidlsav szerepére utal [29].
A LIS-médszerrel egér leukémia sejtekbél is izolaltak lectin-receptor sajatsag-
gal rendelkezé glikoproteineket, amelyek 339, neutralis hexézt és 159, szial-
savat tartalmaztak [129].

A concanavalin A-kotShelyekre vonatkozéan végezték el a legtobb vizs-
galatot. Lymphoma sejtek Con A-agglutinaciéja pl. glutaraldehiddel gatolhaté.
Ez a fixalas egyuttal gatolja a széjabab-agglutinin (SBA) és a WGA hatasat
is [57]. Tovabbi vizsgalatok szerint azonban nem a Con A-kot8dés gatlodik,
hanem az agglutinacié, amelyet azzal magyaraztak, hogy a Con-A kotdhelyek
mobilitasa lecsékken, nem tudnak csomékat képezni az agglutinacichoz. Ha-
sonlé eredmények elérhetfk tripszines emésztéssel is.

Egyre kiterjedtebben vizsgaljak a lectinkotés és a malignans transzfor-
maci6 Gsszefiiggéseit is. A malignans transzformacié és a proteolitikus kezelés
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HER:

15. dbra. PHA-konjugalt ferritinnel késziilt freeze-etching platinamasolata, humaénghost
esetében. A PHA-ferritin globulusok a membran kiilsé feliiletén helyezkednek el. Nagyitds:
110 000-szeres. [MARCHESI és mtsai 1972 utan (81)]
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16. dbra. A spektrin-molekuldk aggregiciéjanak hatdsa a glikoprotein feliileti eloszlasara.
Jobboldalt az aggregélt spektrin esetében lathaté glikoprotein-eloszlast mutatja az dbra,

baloldalt pedig az aggregaciét megel6z6 egyenletes eloszlast [CAPALDI 1974 utén (22)]

egyarant a lectin-agglutinalhatésag megniovekedését eredményezi a kutatok
tobbsége szerint. A virus-transzformalt sejtek Con A kotGhelyeinek mobilitasa
megndé [18, 19, 98]. A lectin-receptorok specificitasa a szénhidrat-résztdl fiigg,
és csak részleges, tehat egy adott lectin tobbféle cukorhoz is kapcsolédhat
(pl. a Con A glukézhoz és mannézhoz is 18, 19), és ugyanazon cukor tobbféle
lectin szamara is lehet receptor. Igy egyes glikolipidek is kotnek lectineket
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[19]. A jelenség kapcsolatos a glikoproteinekre jellemz6 mikroheterogenitas-
sal. Meg kell jegyezniink, hogy az optimalistél eltérd receptor —lectin par kotése
gyengébb.

A lectin-kotShelyek vizsgalata sokat segithet a normal és transzformalt
sejtek megkiilonbo6ztetésében. A lectin-kotGhelyek ugyanis a plazmamembran-
ban helyezkednek el, és valtozasaik tikrozik a plazma-membrant befolyasolo
egyéb hatasokat, tehat a transzformalt és tumoros sejtek megnovekedett agg-
lutinalhatésaga is ezzel fiigg 6ssze. Egyre tobb kisérlet mutat arra, hogy a

FELOLET], 1&L|QZ A§Q

/MITOZIS \
Jelzés a kromoszoma Jelzés az
replikacid befejezéserol osztodds befejezodeserol

N,
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17. dbra. A felileti és a magban lejatsz6dé vialtozasok isszefiiggésének vazlatos szemléltetése
[BURGER 1973 utdn (19)]

transzformalt sejt plazma-membranja a normalhoz képest jelentGsen meg-
valtozik [3, 116]. A 16. abran lathato, hogy a spektrin-molekulak aggregaciéja
a vorosvértest felilletén mennyire megvaltoztatta a membran glikoprotein-
molekulainak elhelyezkedését is. Mindezen valtozasok vizsgalatara az utébbi
idében transzformalt és tumoros sejtek felileti membranjaibél is megpréobal-
tak lectink6té receptorokat izolalni, igy pl. AS-30 D patkany hepatoma sejtek
WGA és Con A-kotd glikoproteinjeit [120], trombocitak virus-hemagglutinin
receptor jellegli makroglikoproteinjeit [72, 88], limfocitak kiilonb6z6 PHA-
kots glikoproteinjeit [132].

A plazma-membran véltozasai [128, 142] a sejt novekedési kontrolljat
is befolyasoljak. Az adenilciklaz ugyanis plazma-membranhoz ko6tott enzim,
és a membrant ért valtozasok befolyasoljak az aktivitasat, ezzel a ciklusos
AMP-szintjét a sejtben [17, 54, 128]. Igy a lectin-membran kotddés vizsgalata
fontos adatokat szolgaltathat a felileti valtozasok molekularis szintli kéve-
téséhez [18, 19]. A hémérséklet hatasat a Con A-kotésre, valamint a Con A
kotdhelyek szerepét a sejt-adherencia jelenségeiben szintén vizsgaljak [86,
127]. A plazma-membrian-valtozasok és a sejt novekedési kontrolljanak Gssze-
figgését a 17. abra szemlélteti vazlatos formaban.
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A limfocitak feliiletén autoantigén-receptorokat is kimutattak. Kzek a
receptorok a sajat szervezet fehérjéit is antigénként érzékelik, és blokkolasu-
kat az autolég szérum végzi el. Ezzel akadalyozza meg a szervezet az auto-
immun betegségek kialakulasat [145].

Periférias vér limfocitak birka vorosvértestekkel sajatos képzédménye-
ket, iin. rozettakat képeznek [14, 25, 95, 118, 146]. Ez a jelenség a T-limfoci-
takra jellemz§ [8. 30], és a receptor itt is a plazma-membranban helyezkedik el.
Elektronmikroszképos felvételeken jél lathaté a limfocita plazma-membran
nytlvanya, amely a vordsvértesthez kapcsolédik. A spontan rozettaképzés
szamos médszerrel befolyasolhaté. Tripszines és foszfolipaz A-val t6rténd keze-
lés hatasara csokken a rozettaképzés [23], és ha a foszfolipazzal kivont anyagot
visszaadjuk a rendszerbe, az gatolja a spontan rozettaképzést. A gatlas elér-
het8 anti-T-sejt szérummal is, azonban anti-eritrocita, anti-immunglobulinok,
anticitotoxikus B faktor hatéastalan. A rozettaképzés blokkolhaté kulonféle
vegyiiletekkel, ezek kozill megemlitjiik a jédacetatot (4x 107 M, nydlvér
limfocitak esetében [118], a prednizolon-szirmazékokat [39], az azatioprint
[7]- A gatlasok mechanizmusat, a szénhidrat-rész szerepét nem ismerjik.

5. A plazma-membranok rekonstrukecioja alkotérészeikbdl

A plazma-membranok bioszintézise. Glikoprotein-szintézis

A disszocialtatott membranok tjra-osszerakasa, a képzédott dj, mes-
terséges membran vizsgalata kiilon 4ga a membran-biokémianak. Altalaban
a detergenssel szolubilizalt membranokkal végezték a kisérleteket, de préobal-
koztak ultrahanggal és méas hangenergiaval szolubilizalt membran-alkotéré-
szekkel is. A detergenssel szolubilizalt membranok rekombinaciéjahoz altala-
ban a detergens teljes eltavolitasa sziikséges, de sokszor a detergens jelenlété-
ben is megtorténhet a membran helyreallitasa. A rekonstrukeié altalaban két-
értékd kationokat, elsGsorban Mg?*-ionokat igényel. Membran-rekonstrukeiés
kisérletek soran sikeriilt funkcicképes mitokondrium- és kloroplaszt membra-
nokat rekonstruélni, amelyek képesek az elektrontranszportra [101], a plazma-
membrannal végzett kisérletek szama csekély. TosTESON és mtsai [131] egy
vorosvértest membranbél izolalt 6 glikoproteint rekombinaltak lipid bilayer-
rel és a képzddott membran fizikai-kémiai sajatsagait vizsgaltak meg.

A membranok bioszintézise tobb problémat vet fel. Kérdéses, hogy a
keletkez6 membran egyetlen helyen szintetizalédik-e, a sejtben, hogy a lipid
és a fehérje kiilon szintetizaldik-e, és ha igen, akkor hogyan kapesolédnak
ossze. Az egyes membranfrakciék eltéré morfologiai és kémiai o6sszetétele,
jellemz§ enzimeinek specificitasa arra utal, hogy a kiilonb6z6 membranok kii-
16nb6z6 helyen szintetizalédnak a sejtben és egyméasba nem képesek atala-

kulni [671.
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A plazma-membran bioszintézisére vonatkozé adatok alapjan nem lehet
a pontos mechanizmust megallapitani. In vivo kisérletekben lassi *H-leucin
beépiilést észleltek. Az egér fibroblasztokon végzett kisérletek altalaban arra
utalnak, hogy a plazma-membran fehérjéinek turnovere kicsi, és a membran
lipidjeinek, fehérjéinek és szénhidratjainak turnovere gyakorlatilag meg-
egyezik. FeltételezhetGen a komponensek nincsenek kozvetleniil egyensuly-
ban a prekurzor-poolokkal. A plazma-membran szintézis szabalyozasa is ér-
dekes probléma, és ennek magyarazatara az endocitézis jelenségével kapcso-
latban dolgoztak ki elméletet. Eszerint az endocitézis kezdetén valamilyen
jelzésre az anorganikus foszfat beépiilése fokozédik a foszfolipid prekurzo-
rokba, ezaltal a prekurzorok mennyisége megnd, elegendévé vilik az 4j memb-
ran szintéziséhez, és valamilyen médon stimulalni fogja a plazma-membran
elhasznalédasat is az endocitézis megvaldsitasara. A plazma-membran bio-
szintézisének helye nem ismert. Nem tudunk koézelebbit a lipoprotein komp-
lex keletkezésérsl sem, és a szénhidrat-részek beépiilésérGl a membran-gliko-
proteinekbe. Feltételezhets, hogy a korabban mar megismert alapelvek sze-
rint torténik a szintézis, tehat az els§ cukormolekula valészintileg mar a fe-
hérjeszintézis helyén hozzakapcsolédik valamelyik aszparagin, szerin vagy
treonin oldallanchoz, ezzel kialakul a glikopeptid-kotés, és az els6 beépiilt
cukormaradékokhoz kapcsolédik a szénhidrat-egységet alkoté tobbi cukor
[123]. Legvégiil a fukéz és a szialsav épiil be a lanc terminalisaira. Ezt a szin-
tézis-modellt erdsiti meg, hogy a membran-glikoproteinek alapszerkezete
hasonlé az oldhaté glikoproteinekére, a szialsav itt is terminalis helyzetd.

6. Médszerek a limfocita plazma-membran izolalasara

Roviden osszefoglaljuk a limfocita plazma-membranok izolalasaval kap-
csolatos f6bb mdédszereket, miutan sajat vizsgalataink limfocita membra-
nokkal kapcsolatosak.

Sertés nyirokecsomé limfocitaib6l Avrran és CrRumpTON izoldlt plazma-
membran frakciét. A nyirokesomékat trisz-HCl (pH = 7.4) pufferben elhomo-
genizaltak, majd differencial centrifugalassal a mag és mitokondrium frakeiot
eltavolitottak. A 20 000 g-vel kapott mikroszomalis csapadékot tovabb tisz-
titottak gradiens ultracentrifugalassal (80 000 g) és igy a membran a csapa-
dékba kerult [1].

FERBER és mtsai 0,02 M HEPES-pufferben (pH = 7.4) nitrogén-kavi-
tacios moédszerrel feltartak a sejteket. A differencial centrifugalassal nyert
mikroszoma frakciot 1,09-es siirliség{i dextranra rétegezték és 3 éran at ultra-
centrifugaltak 400 000 g-vel, igy a plazma-membrant szeparaltak [40]. A pre-
paralas menetét a 18. abra mutatja. Az 1. és II. tablazat a preparalas soran
kapott frakeciok kémiai Osszetételét és enzimatikus markereit mutatja.

Emberi tonsilla limfocitakb6l DEemus preparalt plazma-membrant.

10 MTA Biol. Oszt. Kizl. 19. (1976)
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I. tablazat

A) A szubcellularis frakciék kémiai Gsszetétele

- | Fehérje __DNs | RNS \ Kolesaterol J Plipid
Frakei6 | m
i & ng/mg feh. | nmél/mg feh.

= Sl R | O i i N
Homogenatum 165,2 | 142,0 41,3 104.0 \ 90,3
Magfrakcié 32,4 | 504,6 70,1 1304 | 1718
Nagy granulum 22,2 | 2707 377 | 1550 | 210.8
Mikroszéma i TAd 70,2 56,5 i 221,2 211,0
Feliiliszé | 50,0 ‘ 7.3 67,3 137.4 44,6

A teljes fehérje-érték 10'° sertés limfocitara vonatkozik.

B) A szubeellularis frakeiok enzimatikus markerei

- 5 = s i Szukeinat- [ Lizolecitin-acil-
Frakcié ; 5’-AMPaz p-glukuronidaz | dehidrogeniz } )
Homogendtum | 5.0 0.7 | 83 | 2,9
Magfrakeié 2.4 0.6 3.8 ‘ 6,2
Nagy granulum 6,7 1,5 48,0 6.2
Mikroszéma 60,2 0,2 0 8.0
Feliilaszo 2.3 0.8 0 0,3

A fenti tablazatban a specifikus aktivitdsi adatokat adtik meg, amelyeket nmol/mg fe-
hérje - perc egységekben adtak meg. Az értékek FERBER és mtsai kozleményébdl szirmaznak (40).

II. tablazat

A mikroszoma-alfrakeciok enzimatikus és kémiai markerei

\ NADH

| |
Frakeid Fehérje 5-AMPaz oxido- ‘ ‘".‘!if‘z;‘l:tlf ‘ Koleszt. 5 P-lipid

| ‘ reduktaz J‘ A |

|

Mikroszéma 5,62 58.5 282,8 | 8:5 468 479
1. frakcio } 0,54 | 8,7 0 ‘ 0,2 | 170 | 124

2. frakeid ‘ |
(pl. memb.) 2,09 125,4 687,2 | 10,0 | 751 | 720
3. frakeié 0,96 | 22,2 140.2 5,1 131 | 102

i. frakcié ‘ ; ‘
(end. ret.) 1,07 | 25.9 336,4 | 4.2 ‘ 314 | 199

A fehérjét mg-ban, a kémiai markereket nmol/mg fehérje egységekben, az enzimek speci-
fikus aktivitasat nmol/mg fehérje - perc egységekben adtdk meg. Az adatok FERBER és mtsai
kozleményébil szarmaznak (40).

A tonsillabél kirazatta a sejteket (19. abra), izot6nias NaCl-Trisz-HCl (pH —
= 7,4) pufferrel, majd homogenizalta 6ket, és a homogenatumot differencial
centrifugilassal mag, mitokondrium és mikroszéma frakciokra valasztotta
szét. A két utébbit tovabb tisztitotta diszkontinuus szaharéz gradiensen, 22
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LIMFOCITA __ SZUSZPENZIO

5.107-10% sejt / 0,25M szukréz; 0065M NaCl;
0,00M HEPES (pH=74)0,25 mM MgCl —
50atm.N, 15 (1mM EDTA)

homogen atum
15° 450g

/ \ 1 '
MAG feliluszo

{ 20’ 200009

s

MITOKONDRIUM felaliszo
+LIZOSZOMA } 90’ 100000 g
MIKROSZOMA citoszol

1< | 001 M HEPES pH-75
e l 0,JmM HEPES

mosott mikroszoma
60 dializis" ImM HEPES pH- 82

1mM MgCl
dextranra retegzes
E 1mM HEPES-1mM MgCl
W pH=8,2

suruseg: 1,088 1,092
400000g l 3h

plazma membran

N~ W=

endopl. ret.

18. dbra. Limfocita plazma membran izolalas [Ferber és mtsai 1972 (40) szerint]

% o
? By oy
' @ N
‘ &

19. dbra. Tonsillabél kirazatott sejtek fénymikroszképos képe, 100-szoros nagyitds. 909,-uk
limfocita, a tobbi monocita, plazmasejt és eritrocita [DEMUS 1973 utéan (34)]
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oras, 75 000 g-s ultracentrifugalassal, és két plazma-membran frakciét nyert.
A konnyd frakeié a mitokondrialis és mikroszomalis frakciébdl is kinyerhetd,
a nehéz frakeié csak a mikroszomalisb6l. A nehéz frakcié lizoszéma-szennye-
zést, a konnyd frakcié endoplazmatikus retikulum és citoszél-szennyezést
tartalmaz. A limfocita plazma-membriant a magas 5-nukleotidaz aktivitas
és koleszterol-foszfolipid ardany jellemzi [34]. A preparalas részleteit a 20. abra,
a frakciok osszetételét a I11. tablazat mutatja.

A) Humaén tonsilla limfocitak

III. tablazat

szubcellularis frakcidinak kémiai osszetétele

Frakecié Fehérje DNS
Homogenatum 1150 126
Mag 255 400
Nyers mitok. 85 21
Tiszt. mitok. 55 23
Lizoszéma 6 LT
Konnyti Pl. Memb. 2 8
Nehéz pl. memb. 8.5 10
Sima end. ret. 16 19
Durva end. ret. 7 11
Riboszéma 24 40
Citoszol 400 4

B | R | g
59 33 .
64 17
56 | 72
60 | 69 12,9
12 145 16,9
20 263 28,2
15 210 24,3
70 106 15,7
159 43 11.5
360 31 |
20 5

Foszfo-
lipid

324
422
706
608
393
287

Koleszterol-
P-lipid
arany (M/M)

A fehérje-érték mg-ban van megadva, 20 g tonsillabél szarmazé limfocitira. A kom-
ponensek adatai pg/mg fehérje egységekben szerepelnek.

B) Humaén tonsilla limpfocita szubeellularis frakciok enzim-markereinek specifikus aktivitasai

wmol/mg fehérje -

ora egységekben

Frakeié PP | R
Homogenatum | 1,02 0,80
Mag 0,78 0,1
Nyers mitok. = %) 1.19
Tisztitott mitok. 2.1 1.23
Lizoszéma 8.36 0,87
Konnyt plazma-m. | 14,60 1,05
Nehéz plazma-m. 13,48 0,98
Sima end. ret. ‘ 2.37 1,82
Durva end. ret. 1,14 1,10
Riboszéma ‘ 0,20 0,34
Citoszoél l 0.63 0,80

kit | ppe | B | g
genaz
0,19 2,19 0,81 25,2
0,12 199 0,75 | 105
0,98 13,40 3.27 | 6,4
1,06 7,34 3,29 4.0
0,05 15,23 3,05 0,2
0,04 3,75 1,02 0.3
0,01 6,08 151 0.1
0,14 5,92 1.35 0.6
0,17 3,14 0,86 055
0 0,82 0,38 0.4
0.01 1,38 0,76 5l.:3

|

NPPaz: p-nitrofenil-foszfataz; GPaz: béta-glicerofoszfataz: LDH: tejsav-dehidrogenaz.
Az adatok DEmMUS kézleményébdl sziarmaznak (34).
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HOMOGENATUM
| 700g 10°
- l/ \ .ol ]
uledek felaluszo
MAG | 70009 20’
liledék fellilluszo
NYERS MITOKONDRIUM 1370009 -
P i ™
lledek felaliszo

MIKROSZOMA ~ CITOSZOL - RIBOSZOMA

reszuszp.|reszuszp. 250000 g
7500049 75000 g e \1\29 w
22h 22h tledek feluluszo

NYERS RIBOSZOMA  CITOSZOL

reszuszp.
750009
22h
15% *ktimyﬁ 15% 15%
lizoszoma| 2% PM. Tuor]nehéz | 24%

%] sima_[33% "M 3%
% | ER s | durva [a1%
5%, ER.

tisztitott
mitokondrium

5% | tisztitott
~= “riboszoma

55%,
=

20. dbra. Tonsilla limfocitiak szubcellularis frakcionaldasa [DEMUs 1973 utédn (34)]

7. A limfocita mikroszémahél és plazma-membranbél kivonhaté
LIS-glikoprotein jellemzése

A tonsillakbél a sejteket PIFFKO és mtsai szerint [94] razattuk ki. A nyert
sejtszuszpenziét tovabb nem tisztitottuk.

Kisérleteink soran a MARCHESI és mtsai altal leirt litium-dijédszalicilatos
kivonast alkalmaztuk. Néhany kisérletben a DEMUS mdédszere szerint preparalt
plazma-membranbél, altalaban azonban mikroszéma-frakciébél indultunk ki,
melynek preparalasat a 21. abra mutatja. Ennek oka, hogy a mikroszéma to-
vabbi tisztitasa jelentds anyagveszteséghez vezet, és a kapott plazma-memb-
ran kb. 19%-a a sejt osszes fehérjéjének [34], ez pedig a tovabbi munkat jelen-
tésen megnehezitette volna. A mikroszémafrakcié osszetételét enzimatikus
és kémiai moédszerekkel vizsgaltuk meg, és azt talaltuk, hogy az els6sorban
plazma-membrant és sima endoplazmatikus retikulumot tartalmaz (5’-AMPaz,
szidlsav, glukéz-6-P4z markerek), a mitokondrialis szennyezés (citokrém-
oxidaz) elhanyagolhaté. A mitokondrialis frakeié viszont szemecsés endoplaz-
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matikus retikulumot, riboszémakat, lizoszéméakat, és plazma-membrant is
tartalmaz (RNS, foszfatazok, 5’-AMPaz). A fenti eredmények nagy része jol
osszeegyeztethetd DEMUs eredményeivel [34] is. A mikroszéma-frakciéhdl a
lipideket tobbszoros hideg acetonos kezeléssel tavolitottuk el, az acetonozott
port felhasznalasig hidegen taroltuk. Az egyes sejtfrakciok kémiai sszetételét
és enzimatikus markereinek specifikus aktivitasat mutatja a I'V. és V. tablazat.

LIMFOCITA

3x 1 faqusztés,

3x t felolvasztas
homogenizalas
(Hanks -viz 1:1)

700g] 10° 4°C

TONSILLA

feliiliszo csapadek
MAG

7000g 1 20" 4°C

felliliszo csapadek
soooog,[ 60’ -c  MITOKONDRIUM

POSZTMIKIROSIZOM/I\US csap CIde k
FELULUSZO MIKROSZOMA
acetonozas ( 3x)

21. dbra. Mikroszéma acetonozott por preparildasa emberi tonsilla limfocitakbél differencia
centrifugéalassal

IV. tablazat

Humain tonsilla-limfocitdk szubcelluldris frakciéinak kémiai osszetétele

Fehérje DNS RNS ‘ Hexéz | Hexézamin ’ Szialsav
Frakeidk (Bssz-sejt

9%~aban) ug/mg fehérje egységekben
Teljes sejt 100 189 62 5 18,6 2,92 ‘ 5,36
Magfrakcié 50,7 779 27,2 5,65 5,04
Mitokondrium 71 x 105 50,5 5,02 8,9
Mikroszomalis fr. 5.0 44 6 | 88.8 o7 I15.7 19,4
Citoszol 37,2 289 | 1055 } 1 1,66

A hexézt, hexézamint és a szidlsavat acetonozott porbél mértiik.

Az acetonozott porbél és a plazma-membranbél MARCHEST médszerével
az alabbiak szerint preparaltuk a glikoproteint: el§szér 0,3 M litium-dijéd-
szalicilattal 15 percig szobahémérsékleten kevertiikk a homogén szuszpenzié
formajaban 0,06 M trisz-HCI (pH = 7,5) pufferben felvett anyagot, ezt vizzel
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V. tablazat

Human tonsilla-limfocitdk szubcelluldris frakciéinak enzim-markerei. Spec. aktivitds egységeit
l. a tablazatban

[
1Covalin Citokrém- cLePis | poorn | sraMPi

Frakcick inkorporacié oxidaz [
dj . feh. J, feh. b
Uirojos Sy | s Eh b 4MP/mg feh. h

Homogenatum (teljes sejt) 0,027 0,278 1,029 1,63
Magfrakecié 4910 0,112 0,310 0,855 1,44
Mitokondrium 7720 0,340 0,241 1,862 2,32
Mikroszéma 45900 0,036 0,340 1,030 2,82
Citosz6l 34400 0,01 P 0,348 1,170 1,45

A savas foszfatazt béta-glicerofoszfat bomlas alapjan mértiik.

haromszorosara higitottuk és 10 percig 4 C°-on tovabbkevertiik. A kapott
szuszpenzi6ébol a szolubilizalatlan anyagot 45 000 g-vel 90 perc alatt kiiilepi-
tettitkk 4 C°-on, majd a feliilisz6t hidegen 1 : 1 aranyban 509%,-0s fenollal ke-
vertettiik (végkoncentracié 259,). 15 perces keverés utan 5000 g-vel 60 perc

ACETONOZOTT POR

7 e 0,06 M tris-HCl (pH=76)
b l 0,3 M LS

.20t H20
10" 4°C
450009 90" 4'C  csapadek
l (eldobhatd)
feliliszo |
+fenol (vegkonc. 25%)
15’ 4°C

60’ 4°C l 4000g

. . -~ .
fenolos fazis vizes fazis

dializis l/.'c,- H,0
3x12h
liofilizalas
abs. etanol l 3x1h 4°C

15000g 15
oldds H,0-ban

dializis l 4°G 16h H0
30’ 4°C 10000g

felillszo  csapadek
P. celluldzra

22. dbra. A litium-dijédszalicilatos kivonds menete acetonozott mikroszéma-porbél
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alatt a két fazist elkilonitettiik, és a vizes fazist leszivtuk. A leszivott vizes
oldatot 3 X 12 6ran at hidegen vizzel szemben dializaltuk, majd beliofilizaltuk.
A port 3X1 éran at mostuk abszolit alkohollal, és a végss csapadékot desz-
tillalt vizben felvettiik, majd egy éjszakan at vizzel szemben dializaltuk. A fel
nem oldédott csapadékot kicentrifugaltuk [81]. Ezutan, kissé médositva az ere-
deti eljarast, cellulézfoszfat oszlopon kromatografaltuk az oldatot, 0,02 M
NaH,PO,-tal, és az oszlopon ragadt kevés fehérjét 0,5 M Na,HPO,-tal elualtuk.
Kisérleteinkben csak az elsé frakciot vizsgaltuk meg. A LIS-kivonas menete
a 22. abran, a celluléz-foszfat kromatografia eredménye a 23. abran lathato.

0D 54, ‘

2,04 20mM 1} 05M Na,HPQ,

lNc1H2P9.

- | N\

50 100 150 200 ml

23. dbra. A litium-dijédszalicilatos kivonat oszlopkromatografiaja celluléz-foszfat oszlopon

A 0,02 M foszfattal elualt frakciét analitikai vizsgalatoknak vetettiik
ala. ElGszor a toltését és a homogenitasat vizsgaltuk DEAE-cellul6z oszlopon
(24. abra), lépcsdzetes elicigval. A glikoprotein frakeié két nagyobb csicsban
elualédott, mindkettd erdsen negativ toltési, a masodik csak drasztikus pH-
csokkentés utan elualédott. Az eludtum megjelenését a 280 nm-es fényelnyelés
alapjan kovettitk, akarcsak a tobbi oszlopkromatografia esetében.

A frakcié homogenitasat és a fehérjék molekulasilyat gélsziiréssel és
SDS-poliakrilamid gél-elektroforézissel probaltuk meghatarozni. A gélsziirést
Sephadex G 150 oszlopon, szérumalbumin és ribonukleaz kalibral6 fehérjék
segitségével végeztiik, elualé pufferként 0,1 M amménium-formiatot hasznal-
tunk. Mivel csak egyetlen, kb. 50 000-es molekulasilyd frakcié elualédott,
megvizsgaltuk, redukciéval szétesik-e alegységekre. Igy 0,1 M ammoénium-
formiat 0,1 M merkaptoetanol pufferrel elualtuk a fehérjét, azonban a kapott
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10mM trisz  100mM trisz 500mM trisz 500mM trisz 1M NaCl
i pH=76 }pH-'LB 1pH-7.6 +1M NaCl i+1M HClL

0D pH=76

280
0501

0.25r

100 200 300 400 500 ml
el wa tum

24. abra. A LIS-kivonat ioncserélg kromatografias vizsgialata DEAE-celluléz oszlopon, 1épesé-
zetes elacioval

csucs az el6zd modszer esetében nyert csuccsal megegyezd volt, tehat diszulfid-
hiddal 6sszekotott alegységeket a frakcié nem tartalmazott (25. abra).

Az SDS-gélelektroforézist disc-elektroforézis médszerrel végeztik, 79,
poliakrilamid gélben, 0,1%, SDS jelenlétében, pH = 8,3 mellett [144]. A fut-
taté puffer trisz-HCl-glicin volt, és ez is 0,19, SDS-t tartalmazott. A frakcié
legalabb 3 individualis fehérjébdl allt, ezek fest6dtek coomassie blue-val.
Molekulasilyuk 40, 46 és 49 ezer. A molekulasulyok értékelésekor a csikok
relativ mobilitasat brémfenolkék jelzifestékre vonatkoztattuk és a kalibraciés
gorbe elkészitésekor dietilpirokarbonattal polimerizalt ribonukleazt hasznal-
tunk [148]. PAS-festéssel nem kaptunk értékelheté csikokat, valdsziniileg a
kevés fehérje, ill. szénhidrat miatt. Az egyes moddszerekkel Gsszehasonlitott
frakcio-osszetételt a VI. tablazat mutatja.

VI. tablazat

A LIS-glikoprotein frakecié szénhidrat-osszetétele

sl .Fehér'jv' Hex6z | Hexézamin 1 Szialsav
(eeljesibeit: 94) | 1g/mg fehérje
S p— . | B
Teljes sejt 100 ! 18.6 2,92 | 5.36
Mikroszéma frakeid | {34 | 57 15,7 | 19,4
LIS-frakci6, a cellul6z-P krom. el6tt ! 520 [ 95,5
LIS-frakei6, cellul6z-P 1. cstes | 0,035 ‘ 278 39,5 ‘ 122,0
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25. dbra. Gélsziirés Sephadex G 150 oszlopon. A molekulasilyok kalibraldsa szérumalbuminnal
és ribonukleazzal tértént. Az oszlop méretei: 1 X80 cm

A glikoprotein-frakcié kémiai analizise soran t6bbféle szénhidratot mér-
tiink. A glikoprotein elsésorban neutrilis cukrot és szialsavat tartalmaz nagy
mennyiségben, hexézamin tartalma kisebb. A frakcié a teljes sejtfehérje
0,0359,-at és — az 19,-0os membran-adatot [34] figyelembevéve — a plazma-
membran fehérje 3,59,-at tartalmazza. A frakciéban van a sejt teljes szidlsav
tartalmanak t6bb mint 89,-a és a mikroszéma-frakcié teljes szialsav tartal-
manak mintegy 209%,-a. A magas szialsav-tartalom magyarazza a fehérje ergs
negativ toltését, bar ehhez hozzajarul a frakciéban talalt glukuronsav és a

savanyd aminosavak magas aranya is. A hexézamin nagy része — ioncseréld
galaktézamin (illetve valésziniileg

vékonyréteg-kromatografia alapjan —
ennek N-acetilalt formaja) alakjaban van jelen. A kémiai 6sszetételt a VII.

tablazat mutatja.
VIL. tablazat

A LIS-glikoprotein frakcié fontosabb tulajdonsigai, a fizikai-kémiai vizsgilatok alapjén

SDS-poliakrilamid e -
gélelektroforézis | Kémiai analizis

Toncserélé kroma- \ e -
tografia szerint Gélsziirés alapjan

|

!

| harom individualis | savanyd aminosavak
jelentds mennyiség-

egyetlen frakcio,

Két, erfsen negativ
toltést alfrakeié diszulfidkotés nincs fehérje
Molekulasuly: | Molekulasilyok: ben, a hexézamin
kb. 50 000 40 000 | galaktézamin
. 46 000 |
49 000 |
[

i
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Az enzimatikus és kémiai vizsgalatokat az alabbi médszerekkel végez-
tiik el: az 5’-nukleotidazt HepPEL és HILMOE szerint [49], a glukéz-6-foszfa-
tazt SwANsonN szerint [130], a citokrém-oxidazt Nadi-reakeié alapjan, a sa-
vanyud és a neutralis foszfatazt béta-glicerofoszfat bomlasa alapjan meértiik.
Az anorganikus foszfat mérését MARINETTI és mtsai szerint [82], a fehérje
meghatarozasat LowrYy médszerével végeztiik [73]. A szénhidratok koziil a
szidlsavat WARREN szerint [141], a hexé6zamint Boas [13], illetve DiscHE és
BORENFREUND [35] szerint, a neutralis cukrot antron-reagenssel [105] mértik
és hataroztuk meg. A DNS méréséhez BurTon [20], az RNS méréséhez
ScHNEIDER [110] médszerét hasznaltuk, a DNS és RNS elkiilonitéséhez pedig
FLeck és Munro [41] médszerét. A 14C-aminosav-beépiilés mérése *C-leucin-
nal tortént, a sejteket (kb. 108) 37 C°-on 60 percig inkubaltuk, leallitas utan
fagyasztas—felolvasztassal feltartuk 6ket, az egyes frakciékat triklérecetsavval
kicsaptuk, a TCA-s csapadékot 0,5 M NaOH-ban felvettiik, és ebbdl 0,1 ml-
eket Packard-Tricarb folyadék-szcintillaciés miiszerrel, dioxanos koktélban
elkeverve megmértiink, a fehérjét pedig Lowry mdédszerrel meghataroztuk.
Az inkorporaciét dpm/mg fehérje egységekben fejeztiik ki.

A glikoprotein-frakcié kisérleteink szerint gatolja a spontén rozettakép-
zést human periférias vér limfocitak és birka vorosvértestek kozott. A plazma-
membran és a mikroszéma acetonozott por LIS-kivonata, amely kb. 50 mikro-
gramm fehérjét tartalmaz, koriilbeliil 509,-0s gatlast eredményez, de a mito-
kondriumbél kivont LIS-glikoprotein is mutatott 209,-o0s gatlast, amely meg-
ergsiteni latszik a plazma-membran szennyezést a mitokondrium-frakciéban.
Az N-acetil-glukézamin nem okozott gatlast. Az eredményeket a 26. abra
mutatja be.

A rozettaképzés gatlasat a kovetkezd mdédszer segitségével vizsgaltuk:

0,1 ml birka vérésvértest-szuszpenziét (2 X 108 sejt Hanks médiumban)
és 0,1 ml glikoproteint dsszekevertiink és 37 C°-on 60 percig inkubaljuk. El5-
z6leg a glikoproteint egy éjszakan at dializaltuk Hanks oldattal szemben, hogy
a megfelels pH-értéket beallitsuk. A 37 C°-o0s inkubélas utan 1 éraig 4 C°-on
tartjuk, majd 0,1 ml 107 vér-limfocitat tartalmazé szuszpenziét adunk hozza
és lecentrifugaljuk. Ezutan 1 éran at 4 C°-on tartjuk, majd mikroszkép alatt
megszamoljuk a képz&dott rozettakat. A rozettaképzddés kritériuméanak te-
kintettiik, hogy egy limfocita legalabb 4 birka eritrocitat kosson meg. A kont-
roll minta 0,1 ml dializal6 Hanks oldatot tartalmazott a glikoprotein helyett.

A gatlasi mechanizmusrél kozelebbit nem tudunk. Feltételezziik, hogy
a frakci6 azért képes gatolni a rozettaképzddést, mert kotddik a vorosvértestek
feliiletén levé olyan determinansokhoz, amelyek a rozettaképzédésben részt
vesznek, tehat el6fordulhat, hogy a limfocitak feliiletén levd rozetta-receptor-
r6l vagy annak determinanséarél van szé. N-acetil-glukézamin nem gatolta a
rozettaképzidést, tehat a glikoprotein valészintileg nem tartalmaz ilyen deter-
minanst. A fehérjekonformacié szerepét még nem vizsgaltuk.
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26. dbra. A LIS-glikoprotein gatlé hatdsa a spontan rozettaképzésre. K = kontroll (1009,

spontéan rozetta); P.M. = plazma-membran LIS-kivonat, fehérjekoncentraciék: I. 50 ug II.

25 wug; M; = mikroszéma acetonozott por LIS-kivonat, fehérjekoncentraciék: I. 54.5 ug

II. 27,2 ug. M, = mikroszéma acetonozott por LIS-kivonat, fehérjekoncentracié 52 ug.

T = mitokondrium acetonozott por LIS-kivonat, fehérjekoncentrici6 29 ug. GNA = N-

acetil-glukézamin, 55 ug. A fehérjekoncentriciok a bemért 0,1 ml glikoprotein-oldatra vonat-
koznak

A frakecié plazma-membran jellegét igazolja, hogy plazma-membranbél
és mikroszémabél egyarant ugyanazon osszetételben izolalhaté, emellett ma-
gas a szialsav-tartalma (plazma-membran marker!), és a rozettaképzés is
plazma-membranhoz kotott. Az individualis fehérjék eredete és pontos funk-
ci6ja még nem ismert, mivel eddig még nem szeparaltuk Sket. Lehetséges,
hogy a frakcionak mas biolégiai sajatsagai is vannak, ezeket is meg akarjuk
vizsgalni, elsGsorban a vérésvértest glikoforinnal sszehasonlitva, hiszen a pre-
paralas médszere megegyezd.

Tekintettel a jelentds szénhidrat-tartalomra, elsGsorban lectinreceptor
funkciék johetnek szamitasba. A glikoforin ugyancsak mutat lectinreceptor
aktivitast [59, 7981, 113], a mar emlitett MN-antigén sajatossagon kiviil.
Ez a glikoprotein a membranon keresztiilnyilik, és intakt sejtek esetében a
laktoperoxidazos jodozassal csak a szénhidrat-egységeket tartalmazé termi-
nalis része jodozodik [22, 81, 84]. A glikoprotein magas szialsav-tartalma adhat
magyarazatot a WGA-receptor sajatsagra, mivel zsirsejteken végzett kisér-
letek szerint a szidlsav-determinans felel6s a WGA-kotésért [29]. Az egér
L 1210 jelzésti leukémias sejtjeibdl izolalt glikoprotein-frakeié [55] concana-
valin A, WGA és lencse PHA réceptor, és ez a frakeié is szialsavat tartalmaz.
Hasonlé a helyzet a vorosvértesthdl izolalt PHA-receptorral is [68].
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A magas szialsav tartalom a glikoforin esetében megmagyarazza az
MN-antigén sajatossagot, amely korabbi adatok szerint is szialsavhoz kotott
[60]. Hasonléan magyarazatot ad a virus-receptor tulajdonsagra, mivel a gliko-
forin receptora az influenza virusnak is. Ez a tulajdonsag szintén a szialsav-
determinansokhoz kotddik [5, 6, 147].

A limfocita membranbdl, a vorésvértest membranhbél és az egér leukémia
sejtekbdl izolalt LIS-glikoprotein frakeidk sok tekintetben hasonlitanak egy-
masra. Bar a molekulasilyok kozott 30—80 ezerig tobbféle adatot talalunk,
a legtobb individualis LIS-extrahalt glikoprotein molekulasilya 50 ezer koriil
van. Valamennyi LIS-frakcié magas szénhidrat tartalmi, és kifejezetten je-
lentés a szidlsav tartalma, amely pl. a vorosvértest glikoforin esetében a teljes
ghost szialsav tartalmanak nagyobbik részét jelenti. A LIS tehat az eddigi
adatok szerint szialoglikoproteineket képes szolubilizalni. A pontos szolubi-
lizaciés mechanizmus ismeretlen, részben ,,chaotrop”, részben ionos deter-
gens hatassal magyarazzak.

A LIS-glikoproteinek membranon beliili elhelyezkedése sem pontosan
ismert. A vorosvértest membranban a glikoforin gy helyezkedik el, hogy ko-
zépss, apolaros régiéja a membran lipid kett8s rétegével létesit hidroféb kap-
csolatot, a membran bels§ oldalan egy rovidebb, kiviil pedig egy hosszi hidro-
fil szakaszt talalunk, amely utébbihoz kapcsolédnak a szénhidratok. Ezt
aminosav-analizissel és a szekvencia meghatarozasaval is bizonyitottak [81,
113]. A vorosvértest-membran fehérjéinek és glikoproteinjeinek topografiaja-
val részletesen is foglalkoztak [84]. A feliileti szénhidratok koziil kiilonésen az
N-acetil-neuraminsav jelentds, amely a korabban emlitett antigén- és receptor
funkciokon kiviil a membréan negativ toltését is biztositja, bar ebben a savanyi
aminosav-oldallancok is kézrejatszanak [138]. Ez az erds negativ toltés vala-
mennyi LIS-glikoproteinre jellemzé volt. A fent emlitett glikoprotein beagya-
z6das feltételezése azért is vonzé, mert jol osszeegyeztethets a fluid-mozaik
membranmodellel [22, 119]. Tovabbi vizsgalatainkban elsésorban a glikoforin-
nal préobaljuk meg Gsszehasonlitani a limfocita LIS-glikoprotein-frakcigjat,
tehat virus- és lectin-receptor sajatsagokat vizsgalunk. Mivel ez a frakcié —
eltéren a MARCHESI és mtsai altal leirt glikoforintél, tobb individualis fehér-
jébél all, tisztazni kell, hogy adott biolégiai sajatossag melyik individualis
komponenshez kotddik, tehat a szétvalasztast is meg kell oldani.

A roviditések magyarazata

AMP = adenozin-5’-monofoszfat

ATP = adenozin-5’trifoszfat

Con A = concanavalin A

DOC = Na-dezoxikolat

HEPES = 4-hidroxietil-1-piperazinil-etan-2-szulfosav
LIS = litium-dijédszalicilat

NP-40 = Nonidet P-40 (nem-ionos detergens)
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PHA = fitohemagglutinin
SBA = sz6jabab-agglutinin
SDS = Na-dodecilszulfat
TCA = triklorecetsav
WGA = buzacsira-agglutinin (wheat germ agglutinin)
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