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Kertészeti Egyetem Mikrobiologiai Tanszéki Csoport, Budapest

A citoplazmamembran a prokariota baktériumsejteknek az az egyetlen
része, amely a baktériumoknal jellegzetes feladatok (flagellamozgas, DNS
rogzités) és az eukariota sejtekkel kozos membranfunkciék (transzport, ozmo-
tikus szabalyozas, bioszintézis) ellatasan kiviil egymagaban megfelel azoknak
a funkcidknak is (1égzés és oxidativ foszforilacié, ill. fotoszintézis és fotofoszfo-
rilacié), amelyeket az eukariota sejtekben speciilis sejtorganellumok (mito-
kondriumok, ill. kloroplasztok) végeznek el. Mindebbdl kovetkezik, hogy
a baktériumok és az emlitett eukariota sejtorganellumok kozotti nyilvanvalé
és lényeges kiilonbségek ellenére — de lasd a biolégiai evolicié endoszimbiézis
hipotézisét —, ezek membranjaiban a szerkezeti és a funkcionalis egységet
biztosité legalapvetdbb elemek kozosek lehetnek. Minden jel arra mutat,
hogy az egyik ilyen alapvetd és kozos elemet az ATPazok képviselik.

1. A baktérium AT Pdzok jellemzése
1.1. Morfolégiai hdattér

Elektronmikroszképos vizsgalatok szerint a baktériumok citoplazma-
membranjanak kozos jellemzdje, hogy bels6 felszinét nagyszamii, rendezetleniil
szétszort, mintegy 9 nm atmérjii, gombolyd partikulum boritja [1,2,7,9,
19,74, 75, 92, 93]. A mitokondrium belsé membran partikulumaihoz feltiing
hasonlésagot mutatva e gombocskék is a legtobb esetben nyelesek (pl. Esche-
richia coli, Alcaligenes faecalis, Micrococcus lysodeikticus, Bacillus stearother-
mophilus ), de az egyik legjobban tanulméanyozott baktériumnal (Streptococcus
faecalis ) nyél nélkiiliek. Viszont éppen itt mutattak ki, hogy a partikulumnak
a membréanhoz valé kot8désében egy nektinnek nevezett protein szerepel [19].

1.2. Molekularis szerkezet

Igen sokféle baktériumbél készitettek mar foszforilaciéra képes membran-
preparatumokat. Ezek azonban csak jorészt oldhaté, tn. ,,coupling factors”
hozzaadasaval miikodtek. A baktériumfajtél, a preparalas médjatél fiiggden
a coupling factors természete sokfélének bizonyult [8,9, 10,22, 23, 24, 52],
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de valamennyi kozos tulajdonsaga volt az ATPaz aktivitas. Ez az aktivitas
az esetek tobbségében latens volt és csak hé- vagy tripszines kezelés utan sza-
badult fel [8, 23, 56]. Sok preparatum viszont jelentds szabad aktivitast muta-
tott kezelés nélkiil is [5, 38, 39, 42, 43, 50, 72, 100].

Néhany baktériumfaj — E.coli [28, 30, 39, 46, 62], Str. faecalis [2, 3,
4,5,19,92, 93], M. lysodeikticus [75, 88, 89], B. megatherium [72], Rhodospi-
rillum rubrum [16, 58, 59] - membran ATPAazat mar annyira tiszta allapotban
allitottak el6, hogy subunit szerkezetiik vizsgalatat is megkezdhették. A homo-
gén preparatumok molekulasiilya 350 000—385 000 volt, az alegységek szama
2 - 6, ezek molekulasilya 10 00060 000 kézt valtakozott. Erdemes a rendel-
kezésre allo adatokat egyéb ATPaz preparatumokkal 6sszevetni (I. tablazat).
A hasonlésag szembetiin. Meg kell azonban jegyezni, hogy az F, és CF, fakto-
rokhoz tovabbi, kiegészité fehérjekomponensek is tartoznak. Ilyenek az
oligomicinre-érzékenyits fehérje, valamint az ATPaz-gatlé fehérje (cf. 16).
Ez utébbi maga tripszin érzékeny és feltehetSen a latens baktérium ATPAzoknal
is megtalalhat6, mig a szabad aktivitisi preparatumokbdél hianyzik.

L. tablazat

Prokariota és eukariota sejtek ATPazainak osszehasonlitdsa

ATPaz tipusa (M;ll(s,‘&?; Alegységek szama és mol silya (x1000)
T, marhasziv mitokondrium l 360 53 500 I+ 25 13 7
F, patkanymaj mitokondrium | 384 62 57 36 12 & 7
CF, spenét kloroplast | 325 59 56 37 17 1 13
¥, Sacch. cerevisiae mitokondrium | 340 58 54 38 31 ; 12
ATPaz E. coli i 0 | 57 | 52| 31 | 2| I

Tablazat [16] utan, [30] és [101] adataival kiegészitve.

1.3. Biokémiai jellemzik

A kiilonb6z6 baktérium membranokbél izolalt ATPazok tulajdonsagai
hasonlénak bizonyultak nemcsak egymashoz, hanem — sok szempontbél
az eukariota I';, CF, faktorokhoz is. A baktérium ATPazok egyik kozos jellem-
z6je, hogy oldott allapotban hideg-labilisak [23, 24, 38, 39, 72, 75]. Ugyancsak
k62z0s tulajdonsaguk, hogy a hidrolitikus reakeio aktivalasahoz Mg?* szitkséges.
Szamos esetben azonban Ca?™ éppidgy hatasos volt, sé6t a Rh. rubrum foto-
szintetizalé baktérium kromatoforaibél nyert ATPaz aktivitasahoz Ca?* kel-
lett Mg?* helyett [58]. Kiilonosen tisztazatlan az egyértékidi kationok (Na+t,K *)
aktivalé hatasa. Egyes preparatumoknal teljesen hatéstalannak bizonyultak
[38, 75], masoknal nagy koncentraciéban gyenge hatast mutattak [2, 92, 93],
az Alcaligenes faecalis ATPazat viszont K+ és Nat éppigy aktivalta mint
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Mg?+. K+ hidnyaban a Ca®* aktivalé hatasa azonos volt a Mg®*-éval, K+ jelen-
létében viszont megsziint [6, 8, 59].

Igen sok adat vonatkozik a baktérium ATPazok gatlészer-érzékenysé-
gére. Altalanos gatlé hatastinak bizonyult a DCCD, Dio 9, gyakran az azid is,
viszont hatastalannak az oligomicin, rutamicin, tovabba az ouabain [3, 50, 56,
74,75,51]. Erdekes azonban, hogy a kromatofora ATPazt oligomicin is
gatolta [17]. Mindezek a tulajdonsagok felt{ing hasonlésidgot mutatnak a bak-
térium ATPAazok és az eukariota sejtek mitokondrium és kloroplaszt membran-
jainak ATPazai kozott. Ugyanakkor mindezek az enzimek lényegesen kiilon-
boznek az emlds plazmamembran Na*, K+ transzport ATPazatél [35, 55, 95].
E hasonlésagokat és kiilonbségeket 6sszefoglaléan a II. tablizat mutatja.

1.4. Genetikai adatok

Mint a biokémia sok mas teriilletén, az ATPazok vonatkozasaban is,
a baktérium mutansok vizsgalata jelentGs eredményekkel jart. Az E. coli-
nak mar tobb mint 10 ATPAz-mutéansa ismert [11, 31, 32, 44, 61, 62, 85, 90, 91-
94, 102]. Ezek a mutansok elsGsorban az ATPaz miik6désére vonatkozé kisér-
leti bizonyitékokat szolgaltattak (lasd alabb), de ugyanakkor az ATPaz komp-
lex voltat is igazoltak, kiilonosképpen azt, hogy a DCCD érzékenységet az
ATPaz aktivitastél elvalaszthaté fehérjekomponens okozza [44, 85, 102].
A mitokondrium F, faktorarél is ismeretes, hogy sem az oligomicin, sem a
DCCD nem kézvetleniil az ATPaz-hoz, hanem a rendszer mas komponenséhez
kotddik [16, 47].

2. A baktérium AT Pdzok miikodése

A baktérium membrian ATP4z multifunkcionalis enzim. Az eddigi kisér-
leti adatok szerint szerepet jatszik az oxidativ foszforilaciéban, a fotoszinte-
tikus foszforilaciéban, az elektron transzportlanc megforditott reakciéjaban,
a transzhidrogenalasi reakciéban, az iontranszportban és altalaban az aktiv
transzport energiakapcsolasiban. A flagellamozgas energiakapcsolatira nem
tériink ki [99], a tovabbiakban csak az aktiv transzport kérdését részletezziik.

2.1. Oxidativ foszforildcio

A mitokondrium F, komplexéhez valé hasonlésag alapjan a baktérium
membran ATPAaz is nyilvanvaléan kozremiikodik az elektrontranszport és az
oxidativ foszforilacié osszekapcsolasaban. Ennek kézvetlen bizonyitékat azok
az ATPaz deficiens mutansok szolgaltattak, amelyeknek egyiittal az oxidativ
foszforilacios képessége is megsziint [31, 61, 62]. Az ATPaz szerepe az oxidativ
foszforilacié terminalis 1épésénél ma még épp annyira rejtélyes a baktérium
membranban mint a mitokondriumban. Erdekes, hogy e kétféle coupling
factor kozt nemesak egyszerli analdgia, hanem tényleges azonossig is van,
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IL. tablazat

ATPiézok tulajdonsidgainak osszefoglalasa

Tulajdonsig Str. faecalis E. coli M. lysodeikticus

Morfolégia hexagonilis 10 nm nyeles gomb 9 nm nyeles gomb
atm. nyél nincs atm.
Mol sily 385 000 360 000
Alegységek szama 6 5
Stabilitas kotidve stabilis kotédve stabilis oldva hideg-labilis
oldva hideg-labilis oldva hideg-labilis

Aktivitas aktivalas nem kell aktivalas nem kell tripszin aktivilja

Kation aktivalas

Gatloszerek
hatasos
hatastalan
hatastalan

Tablazat [47] utén, [30], [35], [55] adatai szerint moédositva.
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amit igazol, hogy rekonstiticiés kisérletekben egymast kolesonésen helyette-
sitették [21].

2.2. Fotoszintetikus foszforildcié

A fotoszintetikus foszforilacié és az oxidativ foszforilacié alapjaban meg-
egyez6 folyamatok. A redox reakcik sorozataban felszabadulé energia rogzi-
tése mindkét esetben coupling factors kozremilkédésével torténik. E fak-
toroknak bizonyitottan f6 komponense a baktériumok fotoszintetikus foszfo-
rilaciéjaban is egy ATPaz [15, 26, 40, 67, 71]. Ez, mint fentebb mar lattuk,
oligomicinre és Dio 9-re egyarant érzékeny [17].

2.3. Megforditott elektron transzport

Egyes baktériumok kiilonleges anyagcsere utakat kovetnek anaerob
koriillmények kozott (fotoszintézis, kemoszintézis). A redukalt nikotin-adenin-
nukleotidak ilyenkor féleg a NAD redukalasibél keletkeznek, szervetlen vagy
szerves hidrogén donorral, ATP (vagy fényenergia) felhasznalasaval, egy, az
axidativ elektrontranszport megforditott reakciéjahoz hasonl6 iiton. Az energia
kapesolast itt is ATPaz végzi [12, 57, 64, 68, 97]. Valészintileg hasonlé tipusi,
Mg2+ fiiggd ATPaz altal kozvetitett reakci6 jatszédik le a baktériumok nitro-
gén megkotésénél is [36].

2.4. Transzhidrogendlds

Baktérium membranpreparatumok szubsztrat oxidacié vagy ATP hid-
rolizis energidjaval képesek az NADH — NADP transzhidrogenalast elvégezni
[13, 27, 33, 41, 98]. Az ATP hidrolizisben ATPaz szerepel, amit DCCD gatol.
ATPaz hianyos mutansoknal csak szukcinat oxidaciéval megy végbe a reakeié
[29, 33, 44]. A rendszer vilagosan igazolja az energiakapcsolasban feltételezett,
vitatott természetii, kozos energiadis intermedier 1étezését, amely mind oxi-
daciéval, mind ATP hidrolizissel képzédhet [34, 44].

2.5. Aktiv transzport

Baktériumoknal tébbféle tipusi aktiv transzport-folyamat ismert [cf.
37]. Az els6dleges aktiv transzport csoport-transzlokaciés tipusanak ma mar
részleteiben feltart példaja a PEP-foszfotranszferaz rendszer [25, 37, 77, 84],
mig az enzimhez kapcsolt transzlokaciés tipus jellegzetes képviselje az emlds-
sejtek Na+t, K+ transzport ATPéz-a [35, 55, 95]. Utébbi a baktériumoknal
nem ismert, bar egyrészt az ouabain szenzitiv, Na*, K+ aktivalt ATPaz-t
az osszes ATPaz aktivitas 109,-aban kimutattak E. coli-nal [45], masrészt
a Ca?*, Mg?* aktivalt ATPaz-nak kozvetlen szerepet tulajdonitanak a kation
transzportban [9, 87]. A masodlagos aktiv transzport a baktériumoknal alta-
lanosan elterjedt, példaja az E. coli béta-galaktozid rendszere [25, 37, 78].
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Ezeknél az aktiv transzport-folyamatoknil a kézponti probléma az energia-
kapcsolas médja.

Ebben a kérdésben jelenleg két f6 modell a vita targya. Az egyik a légzési
lanc modell, amelynek lényege, hogy a transzport karrier, mint a 1égzési lanc
tagja, reverzibilis redox valtozasokon megy at, mikozben a szubsztratot a mem-
branon atjuttatja [37,60,70]. A masik modell, a mitokondrialis oxidativ
foszforilacioval kapesolatban kialakitott kemiozmotikus teoria kiterjesztése a
membrantranszportra. Lényegében az oxidaciés lanc miikédése kozben fel-
épiils proton mozgaté erst kapcsolja a transzporthoz [14, 37, 47, 73]. Ugyanez
a proton mozgaté erd létrejohet a membran Mg?*, Ca®t ATPaz altal végzett
ATP hidrolizissel is (az oxidativ foszforilacichan megforditva, ATP szintézis
megy véghe). Megemlitjiik, hogy e két elképzelésen kiviil az anyagesere-energia
kapcsolasanak mas formajat, nagy energiaji intermedieren keresztiil az ATP
kozvetlen felhasznalasat feltételezd vélemények is vannak [20, 66, 102, 103].
Bar az oxidaciés energia kozvetlen transzport kapesolasara épiil6 modell sok
kisérleti eredménnyel 6sszhangban van, két jelentds érv szél ellene. Az egyik,
hogy aktiv transzport véghemegy anaerob korilmények kozott is [47, 63,
69, 80], a masik, hogy uncouplerek hatasira a transzport gatlodik a légzés
befolyasolasa nélkiil [18, 49, 53, 65]. Nyilvanvalé, hogy a légzés egyediil nem
biztositja az aktiv transzport energia kapcsolatat. A masik modell esetén
a proton mozgaté erdt felépité pH gradiens vagy elektrokémiai potencial, vagy
mindkettd igazolasa hidnyzik egyes transzport —folyamatoknal [60, 70], és ha
egyik vagy masik vagy mindkettd megléte bizonyitott is [5, 47, 82], eddig
csak kevés — bar egyre tobb — esetben igazolt a proton —szubsztrat symport
(vagy proton—kation antiport) transzport kapcsolat [54, 76, 96, 104, 105].
A proton mozgaté erd oOsszeomldsaval azonban igen jol magyarazhaté az
uncouplerek transzportgétlé hatasa [25, 47, 49, 80], valamint az aktiv transz-
port energiakapcsolata, mind a légzéssel, mind a Mg?+, K2+ ATPaz altali
ATP hidrolizissel [20, 81, 83, 91]. Az ATP deficiens mutiansok vizsgéalata egy-
részt igazolja, hogy az ATPaz egyes esetekben valéban a transzport energia-
kapcsolé része [11, 48, 86, 94], masrészt viszont arra is ramutat, hogy energia-
kapcsolasnak ez sem az egyediili médja [20, 25, 79].

0Osszefoglalas

A fentiekbdl kitiinik, hogy a baktérium ATPazok két iranyd kapcesolatot
teljesitenek a membran funkciéinal: egyrészt a membranban lokalizalt oxi-
dativ foszforilaciés (ill. fotofoszforilaciés) rendszer oxidaciés (ill. fény) ener-
giajat az ATP szintézishez kotik, masrészt lehet§vé teszik e rendszerek, ill.
az ATP hidrolizis energidjanak felhasznalisit a membran energiaigényes
funkciéihoz (pl. az aktiv transzporthoz). A baktérium ATPazok és az eukariota
sejtorganellumok analég faktorainak (F,, CF,) nyilvanvalé hasonlésiga az
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——— elektrontranszportlanc e
NADPH

megforditolt elektrontranszport \
kation, anion transzport — ~

szubsztrat synport, antiport 7 e,
NADP transzhidrogenacio
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¢

1. dbra. Az energia megkotésének, atalakitasdnak és felhasznalasanak altalanos, k6zos sémdéja
a mitokondrium, kloroplaszt és baktérium membranban ([47] utdn, médositva)

energiakapcsolas mechanizmusanak valamilyen alapvetd kozos voltat sejteti

a kiilonb6z8 energiamegkotési, atalakitasi és felhasznalasi médoknal (1. abra).

Az energiakapcsolas molekularis mechanizmusanak mibenléte azonban egy-

értelmiien még nem vilagos. Ennek valosagos formaja ma még akar a kémiai

intermedier, akar a protein konformaciés, akar a kemiozmotikus hipotézis

alapjan magyarazhaté. A probléma megoldasa a kozeljové biokémiai kutata-

sanak legizgalmasabb feladata.
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