MIKROORGANIZMUSOK SZENHIDRATTRANSZPORTJA
II. BAKTERIUMOK

DEAK TiBor és NovAk ErviN KAROLY

Kertészeti Egyetem, Mikrobiolégiai Tanszéki Csoport, Budapest és
Orszagos Kozegészségiigyi Intézet, Mykolégiai Osztaly, Budapest

1. Bevezetés

Talan nem tilzas azt allitani, hogy a baktériumok transzportfolyamatai-
nak kutatasa, mas sejttipusokkal 6sszevetve, napjainkig a legtobb eredményre
vezetett; a sejtek membrantranszport-folyamatainak ez az a teriilete, amelyrél
eddig a legtobb ismerettel rendelkeziink. Ezért e teriilet attekintése érdekls-
désre tarthat szamot minden kolléga részérdl, aki valamilyen vonatkozasban
transzportjelenségekkel foglalkozik.

A baktériumtranszport problémaja azonban, minden eddigi eredmény
ellenére is, kozel sem tisztazott. Latni fogjuk, milyen nagy hézagok vannak
még ismereteinkben, mennyi még nem tisztazott kérdés meriilt fel, milyen
ellentmondasok vannak az eddigi eredmények kozott is. A vilagszerte hatalmas
aranyokban folyé kutatas azonban szinte naprél napra tjabb részleteket tar
fel e teriileten, a kép gyorsan és allandéan valtozik, nyomon kévetése alig
lehetséges. A referalé meg sem kisérli az évenkénti, akar ezernyi kozlemény
osszefoglalasat, és a tovabbiakban jorészt az utébbi két év nagyobb ossze-
foglalé munkaira tamaszkodik. Azonban ezek szama is tébb mint egy tucat,
még errdl a viszonylag j6l koriilhatarolhaté teriiletrdl is; ezek bGségesen tartal-
maznak hivatkozast az eredeti kozleményekre (1,6, 8,12, 14, 17, 21, 22, 27,
28, 33, 34, 36).

A fentiek és természetesen sajat, még sziikebb érdeklédési-kutatasi
teriiletiink az, ami arra késztetett, hogy a baktériumok transzportjelenségei
korébdl is csak egy részt ragadjunk ki: a cukrok transzportjanak teriiletét.
Ijgy véljitk azonban, hogy ez a teriilet kellden reprezentilja a baktérium-
transzport egészét, hiszen alkalmat ad mind a kilénb6z8, a baktériumokhél
eddig megismert transzport-tipusnak a vizsgalatara, mind pedig azoknak a
specialis kutatasi médszereknek az attekintésére, amelyeknek oly sok ered-
mény koszénhets. E modszereket egy-egy példaval illusztraljuk a késdbbiek-
ben.

A baktériumtranszport vizsgalatara alkalmazott médszerek harom f6
csoporthba sorolhaték. Mint a transzportjelenségek kutatasanal altalaban, a
baktériumoknal is, a kinetikai vizsgalatok, modellek jelentették az els§ meg-
kozelitést és szolgaltattak a kozvetett bizonyitékot a membranban lokalizalt,
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hipotétikus karrierek miikodésére (1, 17). Azonban mar az elsé iddszakban
megkezd§dott és maig fokozédé mértékben folyik a genetikai technika alkal-
mazasa a baktériumtranszport vizsgalatara (15, 21). Ezek a genetikai méd-
szerek, lényegében a mutéansok elallitasa és vizsgalata eredményezték a dontd
attorést a fronton, és szolgaltattak olyan eredményeket, amelyekkel a bakté-
riumtranszport ismerete megeldzott minden mas sejttipust. A médszerek
harmadik csoportja, a kiilonb6z8 biokémiai technikak, az el6zekkel ossze-
kapesolva, eredményezték, hogy ma mar fogalmat alkothatunk a baktérium-
transzport molekularis alapjairél is (7, 8, 12, 33).

2. A transzport médjai és elnevezésiik

Tekintsiik at roviden, milyen transzport-tipusokkal talalkozunk a bakté-
riumoknal, és ezzel kapcsolatban meg kell emliteniink néhany terminoldégiai,
ill. szemantikus problémat is. A baktériumoknal haromféle transzport-tipusrol
szokas beszélni (1. abra).

Kilsd| Membran | Belso

Facilitalt diffuzio S P s

Aktiv transzport S P N S
D——— EnEngia

Csoport atvitel 1! = p ——KT—— S-X

1. dbra. Transzport rendszerek. Az oldott anyag nagy vagy kis koncentrdciéjat a membran
két oldaldhoz viszonyitva nagy-,ill. kisbetiik jelzik.

A facilitalt diffuzié kozismert fogalom. Olyan transzportot értiink alatta,
melyben mobil karrier vesz részt, kovetkezésképp sztereospecifikus és telits-
dési kinetikajd, mozgatdereje pedig a membran két oldalan mutatkozé elektro-
kémiai vagy koncentracidkiilonbség (gradiens), kovetkezésképp csak kiegyenli-
tédésig folyik, ekvilibriumnal (steady state-nél) a transzportalt anyag kon-
centraciéja a membran két oldalan egyenld.

Az aktiv transzport alapvetd jellemzdi azonosak a facilitalt diffiziéval,
azzal a lényeges eltéréssel, hogy a transzport a gradienssel szemben (uphill) is
végbemegy, ehhez anyagcsere-energia sziikséges. Az aktiv transzport energia-
kapecsolata az egyik legproblematikusabb teriilet, amelyet késébb részleteziink.

A harmadik transzport-tipus, a csoport atvitel (group translocation)
kiilonleges jelenség, és mas sejttipusokra vonatkozé minden korabbi elkép-
zelés ellenére is, ma még csak a baktériumoknal bizonyitott egyértelmien.
Lényege, hogy a transzportalt anyag a folyamat soran megvaltozott, atalakult
formaban keriil a membran mésik oldalara. Az anyag kémiai atalakulasa tehat
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egyiitt jar a membranon valé atjutassal. Gyakran alkalmazzik e folyamatra
a vektorialis transzlokacié kifejezést is. Aktiv transzport-e a csoportatvitel?
Abban az értelemben igen, hogy az anyagcsere-energiatol fiigg, abban az érte-
lemben azonban nem, hogy gradienssel szemben, uphill térténne, hiszen nem
az eredeti anyag, hanem egy szarmazéka akkumulalédik a sejtben.

Az aktiv transzport értelmezésével kapesolatos problémak miatt torek-
vések torténtek ujabb, altalanos terminolégia bevezetésére. STEIN (36) harom
kategériat hasznal: passziv difftizié, facilitalt diffdzié és aktiv transzport.
Utébbinak két tipusa lehet az energiakozvetités médja szerint: a) elsGdleges
aktiv transzport az, amelyben valamilyen energiatermeld reakcié kozvetleniil
kapcsolodik egyetlen anyag uphill transzportjdhoz; b) masodlagos aktiv transz-
port az, amelyben az egyik anyag uphill mozgasahoz az energia kozvetve,
egy masik anyag transzportjabél létrejott gradiensbél szarmazik.

MircHELL (23) némileg mas értelemben hasznalja a primary és secondary
translocation fogalmat. Szerinte elsGdleges atvitel az, amely kozvetleniil kap-
csolédik valamilyen biokémiai reakciéhoz. Két tipusa lehet: a) group trans-
location-nal maga a szubsztrat valtozik meg, b) enzyme linked solute trans-
location-nak nevezi azt, amelynél maga a szubsztrat nem valtozik meg, de
atvitele egy biokémiai reakcié kovetkezménye. Példaként az allati sejtek Na,
K-ATPazat emliti. A masodlagos atvitel vagy nincs, vagy csak kdzvetve van
kémiai reakciohoz kotve. Harom tipusa lehet: a) uniport, amelynél csak egyet-
len szubsztrat ekvilibriumig térténd mozgasardl van szé; ez megfelel a facilitalt
diffdzionak. b) symport, amelynél az egyik szubsztrat ekvilibralédasa egy
masik szubsztrat ugyanolyan iranyd mozgasahoz kotddik, és az egyik gradiens
menti atvitele a masikat, ugyanazzal a karrierrel, akar uphill is mozgathatja.
Végiil ¢) antiport esetében az egyik szubsztrat mozgasa egy masiknak az
ellentétes irdnyd mozgasahoz kotddik, ez megint eredményezhet uphill at-
jutast is. A symport megfelel a cotransportnak, az antiport pedig a counter-
transportnak.

Kissé eltértiink eredeti targyunktél, mindennek az emlitése csak azért
volt sziikséges, mert az irodalomban hol ezzel, hol azzal a kifejezéssel talal-
kozunk, és olykor valéban nehéz eldonteni, a részletek alapos vizsgalata nélkiil,
hogy mirdl is van sz6. Kilénésen, ha olyan mindennapos, de mégis semmit-
mondé terminusszal talalkozunk, mint pl. ,,koncentrativ transport”, amelynél
csak azt lehet tudni, hogy akkumulacié van, de a mechanizmusarél semmit.

Sajnos, legalabbis a baktériumok esetében, hasonlé konfuzié uralkodik
a transzport rendszer membran-komponensének elnevezését illetGen is. Az elsd,
klasszikus kozleményekben (2) bevezetett ,,permeaz’ nevet, magat a fogalmat
is, szamosan tamadjak, helyette porter, transporter és mas kifejezéseket ajan-
lanak, hogy elkeriiljék a permedzhoz asszocialt enzimes aktivitast, minthogy
e membrankomponens, ha fehérje is, nem sziikségszertien enzim, bar kata-
litikus aktivitasa, vagyis a transzport meggyorsitasa a passziv diffdziéhoz

T MTA Biol. Oszt. Kozl. 18, (1975)



08 DEAK TIBOR és NOVAK ERVIN KAROLY

képest nyilvanvalé. A permeaz nevet azonban széltében-hosszaban ma is
hasznaljak, dgyhogy végképp nem lehet tudni, vajon az egész transzport-
rendszert jelenti-e, vagy annak csak azt a részét, amely sztereospecifikus és
a szubsztrattal komplexet képez. A zavart csak fokozza, hogy utébbi esetben
feltételeznek egy tovabbi komponenst is, ami vagy az energiat kozvetiti a
komplexhez, vagy maga, aktivalt forméban, dtveszi a szubsztratot a permeaz-
tél. E komponens az egyik modellben a transporter, a masikban a karrier.
A leghomalyosabb probléma pedig az, hogy a baktérium-membranbdl izolalt
kiilonb6z6 proteineket, amelyekrdl sz6 lesz, ma még aligha lehet a permeazzal,
transporterrel vagy karrierrel azonositani.

3. A baktériumok cukortranszportjanak attekintése

Hogy a részletekben el ne vessziink, az attekintést nem az eddig vizsgalt
kiilsnb6z6 baktériumfajok, ill. kiilonb6z8 szénhidratok szerint végezziik, hanem
a transzport tipusa szerint. Csak a két legjobban ismert, vagy inkabb legrész-
letesebben vizsgalt teriiletre szoritkozunk, nevezetesen a foszfotranszferaz rend-
szerre, mint a group translocation példajara, valamint a béta-galaktozid
permedaz rendszerre, mint a facilitalt diffiziéra épiil§ aktiv transzport pél-
dajara.

E targyalasmod az altalanositas veszélyét rejtheti magaban. Ezt elkerii-
lend§, annyit meg kell jegyezniink, hogy a tébbezer baktériumfajbél, amelyek
igen széles anyagcsere-spektrumot képviselnek — tobb egészen kiilonlegeset is,
utalva pl. a kemoautotréfiara —, csak mintegy 10— 15 fajrél van valamennyire
részletesebb ismeretiink. Koztitkk van természetesen az Escherichia coli, amely-
r8l viszont annal tébbet tudunk. Ugyancsak j6l ismert az E. coli-hoz hasonlé,
Gram-negativ Salmonella typhimurium, valamint a Gram-pozitiv Staphylo-
coccus aureus cukortranszportja. Szérvanyosabb adatok vonatkoznak néhany
mas fajra, mint az Aerobacter aerogenes, Bacillus subtilis, Pseudomonas aerugi-
nosa, Streptococcus faecalis, a tobbi, eddig csak alkalmanként vizsgalt néhany
faj emlitése aligha sziikséges.

A vizsgalt szénhidratok spektruma a glikézzal, galaktézzal és egyéb
hexézokkal kezdve, feloleli a diszacharidokat (lakt6z, melibiéz, maltéz), pen-
tézokat, cukoralkoholokat, cukorfoszfatokat, aminocukrokat és szamos olyan
cukorszarmazékot, analégot, amelyek nem is természetes szubsztratok, de
amelyek vizsgilata lényeges megallapitasokhoz segitette a kutatékat.

Az 4ltalanositas annal is kevésbé lehetséges, mivel az mar a viszonylag
kis fajspektrumot tekintve is vilagos, hogy nemecsak kiilonb6z6 nemzetségek,
hanem egy nemzetségen beliili fajok is eltérd transzportmédokat képviselnek.
Pl. a Staph. aureus valészintileg minden cukrot csoportatvitellel transzportal,
a Ps. aeruginosa-nal csak facilitalt diffaziét irtak le, az E. coli-nal és a S. typhi-
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murium-nal viszont mindharom tipus: facilitalt diff4zié, aktiv transzport és
csoportatvitel is megtalalhaté. Tovabba, ugyanazt a cukrot mas fajok kiilon-
bozdként transzportalhatjak, pl. a laktézt a Staph. aureus csoportatvitellel,
az E. coli aktiv transzporttal, egyes E. coli mutansok viszont facilitalt diffdzié-
val. Még tovabbi variacié, hogy ugyanazt a cukrot, ugyanabban a szervezet-
ben, tobb transzport-rendszer is transzportalhat, pl. a galakt6z transzportjara
E. coli-ban eddig négy kiilén rendszert azonositottak (28, 32, 33).

4. A béta-galaktozid permeaz rendszer

Hogy valamelyest a kronologikus sorrendet is kovessiik, elséként az
E. coli béta-galaktozid transzportjat tekintsiik at. Ennek és altalaban a bakté-
riumtranszport problematikijanak megkozelitéséhez természetesen fiziolégiai
megfigyelések vezettek, mint a diauxias novekedés, az enzimindukcié és
represszio, valamint a kriptikussag jelenségei (15). E vizsgalatok mar a negy-
venes évektdl az E. coli laktéz, altalaban béta-galaktozid felhasznalasa koré
csoportosultak, és mar akkor nagy jelentdséget nyert a mutansok alkalmazasa.

A specifikus transzport rendszerek feltételezésének kozvetlen el6zménye
a kriptikus mutansok felfedezése és vizsgalata volt. A kriptikussag jelensége,
mint ismeretes, az, hogy egy intakt sejt nem képes bizonyos szubsztrat, pl.
egy adott cukor felhasznalasara, jollehet a sejthomogenizatum tartalmazza
a bontashoz sziikséges enzimeket. Kovetkezésképp az adott cukor nem jut-
hatott be a sejtbe, arra a membran impermeabilis volt. Kiilonisen izgalmas
problémat jelentett a szelektiv kriptikussag jelensége: pl. egy E. coli mutans
nem ndvekedett laktézon, arra kriptikus volt, de glilkézt, maltézt és mas
cukrokat felhasznalt. Kovetkezésképp, ha a kriptikussag a membran imper-
meabilitasanak tulajdonithaté, akkor azok a cukrok, amelyek felhasznalédnak,
csak specifikus felvételi rendszerrel juthatnak at rajta. A szelektiv kriptikussag
kiilonosen érdekes példaja volt az a mutans, amelyik maltézon novekedett,
de gliikézon nem, jollehet a maltéz felhasznalas glikézza valé hidrolizisen at
torténik, és a sejtek tartalmaztak hexokinazt is. Kovetkezésképp a mutans
deficiens volt a specifikus gliikz felvételben.

Ezek a vizsgalatok, amelyben vezets szerepet a Pasteur Institute munka-
tarsai jatszottak (2, 3, 13, 31), vezettek végiil is, az 6tvenes évek elején, az
indukélhaté béta-galaktozid transzport rendszer elkiilonitéséhez a hidrolizalé
béta-galaktozidaz enzimtél, és CoHEN és MoNoD ma mar klasszikus kozlemé-
nyében (2), 1957-ben nyert bevezetést a permeaz rendszer fogalma.

A béta-galaktozid permeaz rendszer vizsgalatdban nagyszami kutato
mikodott kozre és vesz részt ma is. A kisérletek részleteit8l tekintsiink el és
foglaljuk ossze a mai helyzetet, jérészt KEPEsS wjabb reviewja alapjan (14).
A metodikai részletekrél csak annyit, hogy a genetikailag j6l jellemzett mutan-
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sok mellett nagy jelentGsége volt a nem metabolizal6dé béta-galaktozid anals-
gok, mint pl. az o-nitrofenil-béta-galaktozid, tiometil-béta-galaktozid stb.
alkalmazasanak.

A szamos modell koziil, amelyet a béta-galaktozid transzport értelme-
zésére kidolgoztak, alljon itt az egyik legaltalanosabb, amely egyes részleteket
ugyan elhagy, de ezért egyszeriien attekinthetd (2. abra). Lényegében a jol

Kozeg Membran Citoplazma
PS T PS
S—=——--1 |0 CI\'\> S
Bl
| —— A~B
tf’ d
e = B
P~ A= P~ A
D il e e pE—— —_S

2. dbra. A [f-galaktozid transzport kinetikus modellje. KEPEs (14) szerint. P, permedz vagy
karrier; A ~ B, hipotétikus energia donor; P ~ A, a permeaz energizalt formadja; S, szubsztrat;
szaggatott vonal, kiilonb6z6 nem specifikus exit folyamatok

ismert karrier-medialt transzport modellrdl van sz, éppen csak a szubsztrattal
reverzibilis komplexet képezd, sztereospecifikus membrankomponenst itt nem
karriernek, hanem permeaznak nevezik. Ez az indukalhaté permeaz-protein
genetikailag jol jellemzett, a lac operon y cisztronjanak terméke. A permeaz
deficiens, y~ mutansok kriptikusak.

A mai felfogas szerint a béta-galaktozid transzport normal esetben,
tehat anyagceserét folytatd, genetikailag komplett (wild-tipusi) sejtekben,
olyan aktiv transzport, ami energiakapcsolas révén a facilitalt diffiziora épiil.
Anyagcseregatlészerek (pl. azid, DNP) jelenlétében a szubsztrat facilitalt
diffiziéval jut be, ekvilibralédik, kimutathaté a counterflow és az exchange
diffusion jelensége, az elGzetesen akkumulalt szubsztrat (pl. a nem metaboliza-
16d6 tiometil-béta-galaktozid) pedig gyors efflux-szal kiiirtil a sejthél. A per-
medz anyagesere-kapcesolata tehat fakultativ, vannak olyan mutansok, ame-
lyek energiakapcsolasa deficiens, ezek egyaltalan nem akkumulalnak béta-
galaktozidokat, de facilitalt diffuziéval tovabbra is felveszik. Ha azonban az
energiakapcsolat megvan és a metabolizmus nem gatolt, akkor a transzport
aktiv és a szubsztrat akkumulalédik, az akkumulacié6 mértéke a szubsztrattél
és a korilményektdl figgben valtozik, 1 : 2000 is lehet.

A modell érdekessége, hogy az energiakapcsolas a membran belsé felii-
leténél torténik, és ez a permedzt ugy valtoztatja meg, hogy annak affinitasa
csokken, tehat a szubsztrat a sejtben akkumulalédik. Amikor a permeaz a
membran kiils§ felszinéhez keriil, az aktivalt forma ismét atalakul nagyobb
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affinitasiva és tjabb szubsztrat molekulat kot meg. Azt, hogy az aktivalt
permeaz affinitasa csokken, igazoljak a kinetikus mérések, amelyek szerint
metabolizal6 sejteknél az efflux ky-je 25-szor kisebb, mint az influxé, de
uncoupler jelenlétében a két folyamat ky-je azonos. Az energiakapcsolas tehat
csak az akkumulaciohoz sziikséges, a transzport maga anélkiil is folyik.

Ez a modell jorészt konzisztens a kisérleti eredményekkel, amelyek kozt
némi ellentmondas csak az exit folyamatra vonatkozéan van. Ezt a modell
kiillonb6z6 variansai igyekeznek értelmezni, amelyeket itt nem targyalunk
(4, 13, 16, 40).

Napjainkban a béta-galaktozid transzport £ problémaja az, hogy honnan
szarmazik az energia és hogyan kapcsolodik a transzport rendszerhez. Erre
a kérdésre késdbb visszatériink (l. 9. pont).

Jelentds fejleménye volt a béta-galaktozid transzport kutatasanak,
amikor 1965-ben KENNEDYnek és munkatarsainak sikeriilt a membranbél egy
olyan frakciét izolalni, amely azonosithaté volt a béta-galaktozid permeazzal
(4, 12). Sikeriiket egy szellemes, kett8s izotop-jelolési eljarasnak koszonhetik,
amelyet érdemes roviden vazolni. N-etilmaleimid (NEM), mint altaldnos pro-
teinalkilalé agens, blokkolja a béta-galaktozid transzportot, de ezt a gatlast
tiodigalaktoziddal (TDG) ki lehet védeni. Ennek alapjan KENNEDYék indukalt
és nem indukalt E. coli sejtek minden fehérjéjét jelzetlen NEM-mel reagal-
tattak, TDG jelenlétében, hogy a transzport-proteint védjék. Ezutin a NEM-et
és a TDG-t eltavolitva, az indukalt sejtekhez *C NEM-et, a nem indukaltakhoz
SH NEM-et adtak. A transzport-protein igy tartalmazhat *C-t, de *H-t nem,
mig a tobbi proteinben mindkét izotépnak egyforman kell megjelennie. A két
szuszpenziot Osszekeverték, homogenizaltak és frakcionaltak. A membran-
preparatumbdl detergensekkel egy olyan protein-frakeiét tudtak elkiiloniteni,
mely, mint vartak, nagyobb 1C : ®H aranyt mutatott, mint az egyéb fehérje-
frakciok. Ezt a proteint a kés6ébbiekben sikeriilt teljesen megtisztitani és
jellemezni; molsilya 30 000 koriili. A protein affinitdsa TDG-ra hasonlé volt
az intakt sejtek transzport rendszerének ky,-jéhez. Transzport negativ mutan-
sokbdl és indukalatlan sejtekbél ez a protein teljesen hianyzik. A membranhoz
valé erds kapcsolédasa miatt M-proteinnek nevezték el, és ezt az M-proteint
ma egyértelmiien a galaktozid-permeazzal azonositjak (12). Jollehet az nyilvan-
val6, hogy az M-protein a transzport rendszer része, a dolog szépséghibaja,
hogy az alkalmazott N-etilmaleimides jellési technika miatt az izolalt protein
éppen a béta-galaktozid transzport rendszer természetes szubsztratjaira, koztik
a laktézra, inaktiv.

5. Egyéb permeaz rendszerek

A hatvanas évek kozepéig t6bb mas szénhidrat-permeaz rendszert irtak le
baktériumokbdl (I. tablazat). E. coli-bél az eredeti laktéz transzport rendszer
mellett, amelyet tiometilgalaktozid I rendszernek is neveznek, egy masik,
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I. tablazat

Escherichia coli K12 torzsek egyes cukor permedzainak inducer (I) és a szubsztrit (S) specifitasa
(Hatasossag relativ egységekben)

Galaktéz Metilgalaktozid Mlezh;:i-d N{e;“ﬁ:i:i
Cukor BEEess DR f)::n:éz I | g
I | M 1 s NiE TR
NS e el B sl T I 0] - A s = 4
D-Galaktéz 100 | 100 2 | ¥ - ’ £ LR
Metilgalaktozid 32 1 10 100 — 3 I 0 84
Metiltiogalaktozid 27 0 13 4 + 20 0 100
Laktoéz — 0 3 — 100 l — 3
o-Nitrofenilgalaktozid — 0 e 0 —- — 0 0
D-Fukéz 60 | o |we-| 1| ¢ | 3 ‘ 0 0
Melibiéz 85 — 18 — -+ { — | 100 —

* D-arabinéz, L-arabinéz, L-galakt6z és malt6z is indukalja

tiometilgalaktozid II rendszert is elkiilénitettek, amelynek elsédleges inducere
a melibiéz. Egy tovabbi, in. béta-metil-galaktozid transzport rendszert galak-
t6z és D-fukéz indukiél, ez a permeaz ezeken kiviil glikoézt is transzportal.
A galaktéz, bar mindharom eddig emlitett transzport rendszer szubsztratja,
egy tovabbi, specifikus galaktéz permeazzal is transzportalédik. Ugyancsak
E. coli-b6l tobb mas, indukalhaté, aktiv permeédz rendszert irtak le, igy a
maltézra, arabinézra, ribézra, glikuronsav észterekre, s6t, hexézfoszfatokra.
Mindezekkel szemben egy konstitutiv transzport rendszer is ismertté valt.
Ez az alfa-gliikkozid permeaz rendszer, amely glikézt, alfa-metilglilkozidot,
mannézt, 2-dezoxiglikézt és tobb mas glikézszarmazékot transzportal.
Emellett azonban egy masik, konstitutiv, de sziikebb specifitasi glikéz per-
meaz rendszert is valészintsitettek. Meg kell jegyezniink, hogy mindezeket
a permeaz rendszereket nem egyetlen és ugyanazon torzsbdl irtak le, hanem
a leggyakrabban vizsgalt K12 torzs mellett t6bb mas torzs is szerepelt a vizs-
galatokban. Mégis, egy adott torzsnél is tobb és egymast atfed§ specifitasa
szénhidrat transzport rendszer valt ismertté, hasonléan az aminésav permeaz
rendszerekhez (14, 15, 17, 27, 28).

Azonkiviil azonban, hogy ezeket a permeaz rendszereket kiilonbozo
szubsztrat és inducer specifitasuk alapjan el lehetett kiiloniteni, koztik, a
transzport mechanizmusaban, vajmi kevés hasonlésag mutatkozott, talan a
legfontosabb az volt, hogy DNP és mas inhibitorok valamennyinél gatoltak
az akkumulaciét. Kilonosen kivalt a sorbdl a gliikéz, ill. alfa-glilkozid transz-
port rendszer. A kép még zavarosabba valt, ha az E. coli kiilonb6z6 torzseivel
kapott, tobbé-kevéshé hasonlé eredményeket mas fajok transzport jellemzéivel
vetették ossze. Leginkabb még a S. typhimurium és az A. aerogenes bizonyult
némiként az E. coli-hoz hasonlénak, de a Str. faecalis mar masként, a Staph.
aureus pedig homlokegyenest ellenkezdként viselkedett.
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Ebben az id6ben azonban az E. coli béta-galaktozid permeaz rendszer
kimerit6 elemzésére alapozott permeaz-hipotézis annyira dominalt, hogy igye-
keztek azt a baktériumok transzportjara altalanositani. (Erdemes megjegyezni,
hogy hasonlé helyzet allt el§ éleszt6gombaknal is, a Saccharomyces cerevisiae
transzport jellemz&inek altalanositasaval.) Minden ellentmondas ellenére az
nyilvanvalé volt, hogy a baktériumok aktiv szénhidrat transzport rendszere
nem azonos egyik, akkor mar jol jellemzett és ismert sejttipus cukortranszport
rendszerével sem: a vorosvértesteknél a cukrok transzportja facilitalt diffizié-
val torténik, szamos mas szoveti sejttipusnal pedig az aktiv cukortranszport

a Na-pumpaval kapesolédik (17, 35, 36).

6. A foszfotranszferaz rendszer

A baktériumok cukortranszportjarél alkotott képet alapjaiban valtoz-
tatta meg a foszfotranszferaz rendszer felfedezése és a cukortranszportban
val6 szerepének kimutatasa. E felfedezés Kunpic, RosEMAN és munkatarsaik
nevéhez fizddik, errdl sz6l6 els§ kozleményiik 1964-bsl valé (18). A tovabbi
kronoldgiai ismertetés helyett legyen szabad itt ismét mai ismereteink alapjan
osszefoglalni a foszfotranszferaz rendszer mibenlétét és miikodését (9, 28,
33, 34).

A foszfotranszferaz rendszer a transzport group translocation tipusa.
Miikodésének lényege, hogy a cukrokat nemcsak transzportalja, hanem egy-
uttal a cukormetabolizmus elsd 1épését, a foszforilaciot is elvégzi. A folyamat-
ban a foszfat-donor a foszfoenolpiruvat (PEP), amelyrél a foszfat, legalabb
négyféle protein kozvetitésével, a cukormolekula 6-0s szénatomjara megy at
(a fruktéz kivételével, amely Cl helyzetben foszforilalédik). (3. abra) (4. abra)

P-enolpiruvdt + HPr b —Mg*plruvuf + P-HPr
Enzim I, Mg**
(Fakfor_)

i En
P-enolpiruvat *cukor “Vllﬂ'[—“cukOFP + piruvat

HPr, Mg**,
Enzim II,
(Faktor I11)

P- HPr + cukor — = cukar-P+ HPr

3. dbra. A foszfotrarszferaz rendszer reakciésémaja

(PEP + cukor P_TS._.cukor-P+ piruvat)
PEP i Cukor-P
Enzim I Enzim II B
HPr +]lA vagy llI
Piruvat Cukor
Nem cukor- Cukor-
specifikus specifikus
feherjek feherjek

4. dabra. Foszfat atvitel a foszfotranszferiz rendszerben
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II. tablazat

A foszfotranszferaz rendszer néhany cukor-specifikus fehérjéje

1. Fehérjék

Henidazer Ve Membranban Oldhaték

II-A, 1I-B E. coli, konstitutiv Gliiké6z II-Aglu., II-B

Fruktéz II-Afru.. TI-B

Mannéz II-Aman. JI-B

111, 11-B

a. E. coli, konstitutiv Gliik6z 11-Bglu. I118lu.
b. S. aureus, induktiv Laktéz | 11-Blak. IITlak.

A reakcidsorozat elsG részében két, konstitutiv, nem cukor-specifikus
protein vesz részt, jelzésilk Enzim I és HPr. Az Enzim I katalizalja a foszfat
atvitelét a PEP-r6l a HPr-re. A HPr (heat stabile protein) elnevezése onnan
szarmazik, hogy els§, még nem tiszta formaja héstabilnak tlint. A ma mar
megtisztitott fehérjérdl kideriilt, hogy 100 °C-on aktivitasat veszti, kideriilt
azonban az is, hogy az atvett foszfat csoport a fehérje egy hisztidinjéhez kots-
dik, igy, véletleniil, a HPr jelzés mégis értelmes. Mind az Enzim I, mind a
HPr oldhaté fehérjék.

Az eredetileg Enzim II-vel jelzett fehérje komplexet ma mar t6bb frak-
ciéra bontottak (II. tablazat). A foszfat csoportnak a HPr-rél a cukorra valé
atadasaban és egyuttal a cukor transzportjaban legalabb két komponens vesz
részt, amelyek koziil legalabb az egyik membran-kotétt. Az Enzim IT komplex
cukorspecifikus, lehet konstitutiv vagy induktiv. A membrant oldészerekkel
és detergensekkel kezelve a komplex ITA és I1IB frakciokra kiilonithet8, utébbi
er8sebben membran-kotott. A IIA-t sikeriilt tovabbi harom, cukorspecifikus
proteinre bontani E. coli-nal. A foszfatatvitelhez és transzporthoz mindkét,
A és B frakcio szikséges, tovabba Mg?+ és foszfatidilglicerin is (5. abra).
Egyes esetekben a membranban csak IIB protein talalhaté, de akkor ehhez
egy masik, oldhaté, cukorspecifikus protein tartozik, amelyet Faktor ITI-mal
jeleznek. A membran-kotstt ITA és az oldhaté Faktor III funkcionalisan
azonosak. E. coli-ban a két konstitutiv gliikéz-foszfotranszferaz rendszer meg-

Foszfatidilglicerin

-

5. dbra. Az E. coli konstitutiv Enzim II komplexének sematikus szerkezete
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felel a korabban leirt két permeaz rendszernek. A Staph. aureus foszfotransz-
feraz rendszere a laktoézt is foszforilalja, az itt szerepld Faktor I1I-r6l mutattak
eddig ki, hogy foszforilalodik. Valészintileg a HPr-rel analég foszfat-karrier,
de molsilya annak valamivel tobb mint haromszorosa, viszont harom szub-
unitra disszocialhaté és egyszerre harom HPr-rél vesz at foszfat csoportokat.

A teljes reakciésorozatot a 6. abraban foglaljuk 6ssze. Ez minden eddig
vizsgalt esetben igazolt a HPr-proteinig. Még nem ismeretes azonban, hogy a
Staph. aureus laktéz Faktor III proteinjén kiviil mas cukrok specifikus Faktor
IIT vagy Enzim ITA proteinjei is foszforilalédnak-e?

|
el aiaih
Membran | Kdilso
|
|

PEP Enzim | P ~ HPr 1l

Piruvat P~ HPr P il oA
|
Cukor-P :

I

6. abra. A foszfotranszferaz rendszer osszefoglalé séméja

A foszfotranszferaz rendszert eddig kimutattak az E. coli-bél, a S.
typhimurium-bol, Staph. aureus-bol, A. aerogenes-bél, B. subtilis-bél és Lacto-
bacillus-bél. A transzportalt cukrok spektruma nagyon hasonlé a Gram-nega-
tiv bélbaktériumoknal, de ezektdl jelentésen kiilonbézik a Staph. aureus,
amely, Ggy tilnik, minden cukrot, kéztiikk a laktézt is foszforilaciéval transz-
portal. Az E. coli-nal és rokonfajoknal a foszfotranszferaz rendszer szerepel
a gliikkéz, frukt6z, mannéz, alfa-metilgliikozid, hexézaminok, mannit, szorbit
és egyéb cukoralkoholok felvételénél. Nem foszforilalédnak és aktiv permeaz
rendszerrel transzportalédnak viszont a diszaharidok, pentézok, hexézfoszfa-
tok. A galaktéz, a koriilményektdl fiiggéen, mindkét médon transzportalédhat,
mig a glicerin csak facilitalt diffaziéval jut a sejtekbe. A foszfotranszferaz
rendszer val6szintileg nem miikodik a Ps. aeruginosa-ban, amely csak facilitalt
diffaziot mutat, a Str. faecalis-nal pedig csak a glilkéztranszportban igazoltak
részvételét (34).

A foszfotranszferaz rendszernek a cukortranszportban vald szerepét a
kiilonb6z8 hianymutéansok egyértelmiien igazoltak. Olyan mutansok, amelyek
defektivek valamelyik cuukorspecifikus Enzim I1 komponensben, nem tudjak
hasznositani a vonatkozé egyetlen cukrot. Azok a mutansok, amelyekben
viszont az Enzim I vagy HPr hidnyzik, egyaltalan nem hasznositjak a cukrok
széles skalajat (7. abra).

Ezek a kisérletek azonban néhany meglepd eredményt hoztak, és tobb,
alapvetd kérdést vetettek fel. Pl. a S. typhimurium egy mutansa, amely
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Kiilso Membran Belsd
S I, §,-P
P-HPF ~— HPr + PEP
Csoport
atvitel ?2 i1, §,-P
S, 15 S,-P
- Hle &
transzport \
P-HPF il HPr + PEP

7. dbra. A foszfotranszferaz rendszer kiilonb6z8 miikodése a cukortranszportban. S, S,, S,
és Sy kiilonb6z6 cukrok. Az ezeknek megfelel cukorspecifikus protein parok (Faktor IIT 4
II-B vagy II-A + II-B) jelzése II,, II,, II, és IIy

Enzim I és HPr deficiens volt, egyaltalan nem vette fel az alfa-metilgliikozidot,
de ha a galaktéz specifikus Enzim IT komponenst indukaltak, a béta-metil-
galaktozid facilitalt diffdziéval ekvilibralédott. Az Enzim II komplex fosz-
forilacié nélkiil is transzlokal? Egyaltalan, a foszforilacié egyiittjar a transz-
lokéaciéval és ahhoz nélkiilozhetetlen? Ha igen, a foszfat-donor a szubsztratot
kozvetleniil foszforilalja vagy a transzport protein kozvetitésével? Még meg-
lepébb eredmény volt, hogy E. coli HPr és Enzim I mutansai nem tudtak
felhasznalni a laktézt, glicerint és tobb mas olyan szubsztratot, amelyek pedig
nem is a foszfotranszferaz rendszerrel transzportalédnak. A foszfotranszferaz
és a permeaz rendszerek kozt tehat kapcsolat van? Az aktiv transzporthoz
szilkséges energia talan a foszfotranszferaz rendszerbdl szarmazik? Vagy a
permeaz rendszer valamelyik komponense azonos az Enzim II komplex egy
tagjaval?

Az ilyen és hasonlé felmeriil§ kérdésekre ma még csak részben adhatunk
valaszt. A helyzet tisztazasahoz a baktérium transzport vizsgalatanak két
tovabbi megkézelitési médja jarult hozza: az ozmotikus sokkolas médszere
és a membran vezikulumok preparalasa, bar az ezekkel az eljarasokkal nyert
eredmények ujabb kérdéseket is felvetettek.

7. Membran vezikulumok vizsgalata

Az allati sejtek tanulmanyozasanal mar korabban felhasznalt membran
vezikulum (pl. erythrocyta ghosts) technikat KABAck és munkatarsai alkal-
maztak baktérium sejtekre (11) (8. abra). A sejtfalat penicillin kezelés utan
vagy lizozimmel eltavolitva a képz8dott szferoplasztokat lizaltak, a membran-
preparatum joérészt 0,1 —1,5 u atmérdjli, ozmotikusan aktiv vezikulumokka
zarédott dssze. A preparalas soran a sejtprotein mintegy 859%-a elveszik, ezért
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8. abra. Membran vezikulumok képz8dése és orientdciéja. A nyeles ATPaz partikulumok
a membréan citoplazma oldalat jelzik

a vezikulumok metabolizmusa rendkiviil redukalt, pl. oxidativ foszforilaciéra
és ATP szintézisre képtelenek, ez azonban a transzport vizsgalatahoz elényos,
mert szamos zavaré anyagcsere-hatas kikiiszobolédik. Lényeges viszont, hogy
energiaforras hozzaadasaval a vezikulumok oxidalnak és a vezikulumon beliil
szubsztrat akkumulaciét lehet elérni. Transzport szempontjabél tehat a vezi-
kulumok jorészt megtartjak az intakt sejtek legfébb jellemzdit, pl. a transzport
specificitasat. Ha mutanshél készitették a vezikulumot, akkor az ugyanugy
transzport deficiensnek bizonyult, mint az intakt sejt. Természetesen a vezi-
kulumok nem azonosak az intakt sejtekkel és ezért az ilyen vizsgalatokkal
nyert megallapitasokat csak bizonyos fenntartasokkal lehet interpretalni (8, 9).

A vezikulumok vizsgalata mindenesetre tovabbi bizonyitékot szolgal-
tatott a foszfotranszferaz rendszernek a cukortranszportban jatszott szerepére.
Pl. a felvett gliik6z a vezikulum lumenében kizarélag foszforilalt forméaban
volt talalhaté. Ha a vezikulumokat el8zetesen C gliikkozzal kezelték, majd
externalisan *H gliikézt adtak, a keletkezett internalis gliikk6z-6-foszfat kizaré-
lag 3H jelzett volt, a C gliik6z nem foszforilalédott. A transzlokaciét csak
PEP stimulalta, mintegy 25-féle vizsgalt energiaforras koziill semmi mas,
igy ATP, ADP sem volt hatasos. Enzim I és HPr deficiens mutansokbdl
preparalt vezikulumok transzportjat e proteinek hozzaadasa visszaallitotta
(8, 9). Ezek az eredmények magukért beszélnek.

Az el6bbi kérdések koziil tehat eldonthetd az, hogy — legalabbis bizo-
nyos szubsztratoknal — a transzport valéban group translocation mechaniz-
mussal torténik: a transzlokacié a foszforilacioval egyiitt jar. A foszfotransz-
feraz rendszer vektorialis foszforilaciét végez. Tovabbra sem vildgos azonban
az, hogy meg lehet-e kiilonboztetni a foszfotranszferaz rendszeren beliil cukor-
specifikus foszforilal6 komponenst és vele szorosan kapcsolt, de nem, vagy
nem annyira specifikus transzlokalé komponenst. Csak a Staphylococcus-nal
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tudjuk, hogy a HPr a Faktor III-at foszforilalja, ez a cukor kozvetlen foszfat
donorja. Ez a foszforilacié és a transzlokacié az Enzim 1IB-hez kotddve torté-
nik. E. coli-nal viszont nem ismert, bar valészinti, hogy az Enzim ITA cukor-
specifikus frakciok foszforilalédnak-e? Ha az Enzim IIB frakcié, amely a
membran-osszfehérje 109,-at teszi ki, valéban homogén, gy mindharom
eddig elkiilonitett ITA protein ugyanazt a IIB komponenst hasznalja. Ez eset-
ben a foszforilacié cukorspecifikus, de a transzlokacié nem. Ez viszont nehezen
lenne dsszeegyeztethetd azzal, hogy a IIB proteint a karrierrel vagy permeazzal
azonositsuk. A ITA protein pedig nem lehet a karrier, mert a vele funkcionalisan
azonos Faktor III nem membran-kotott. Ezt a problémat tovabb targyalni
ma még merd szemantizmus lenne, egyébként is, az bizonyos, hogy egyik
frakeié sem elegendd egyediil a vektorialis foszforilaciéhoz, hanem csak kettd
egyutt (IIA + IIB vagy Faktor III 4 IIB). Az mégsem kizarhat6, hogy a
IIB protein foszforilacié nélkiil is transzlokalhat, de csak facilitalt diffuziéval.

A foszfotranszferaz rendszerrdl eddig szerzett ismeretek alapjan KaBack
érdekes modellt allitott fel a vektorialis transzlokacié szemléltetésére (8) (9.
abra). Ebben a modellben az Enzim II komplex szerepel, eltekintve annak to-
vabbi frakeci6itél, mégpedig gy, mint egy patko alakd struktira, amely a
membrannak egy porusszerii teriiletén helyezkedik el. Az Enzim II komplex
katalitikus helye a patké hajlataban van, ami a pérus falahoz kapcsolodik,
mig a patké szarai szabadon mozognak a membran sikjara merélegesen.
Az egyik szar végén az Enzim I, a masikon a HPr kotddik. Ha ezek az Enzim
I1-hoz kapesolédnak, akkor az egész struktira sikja a membranhoz viszonyitva
befelé fordul. Ebben a konformaciéban, ha kiviilrél cukor kétddik a katalitikus
helyhez, akkor az foszforilalodik és mint foszforilalt szarmazék keriil a membra-
non beliilre.

Ez a modell szamos kisérleti adattal osszeegyeztethetd és rendkiviil
szemléletes, mégis, csak egyike azoknak, amelyeket el lehet képzelni. Masok,
pl. RosEMAN (33) olyan modellt javasolnak, amelyben az Enzim IT konforma-
ci6s valtozasa kapesoldodik a transzlokaciés 1épéshez. Mai ismereteink alapjan
annyi mindenesetre bizonyos, hogy az ilyen és hasonlé elképzelések, amelyek
tehat a karrier-protein molekula szerkezeti-konformaciés valtozasain alapul-
nak, sokkal valésziniibbek, mint olyan karriert feltételezni, amely szabadon
diffundal a membran homogén lipidfazisaban.

8. Ozmotikus sokkolas és a koté-proteinek

A Xkarrier-protein problémaja szorosan kapcsolédik a masik, emlitett
vizsgalati technika, az ozmotikus sokkolas médszerével megismert, Gn. koté-
proteinek szerepének értelmezéséhez is.

HEepPPEL és munkatarsai irtak le ezt a moédszert (25, 26). Lényege, hogy
fiatal, exponencialis fazisi sejteket hipertonikus szaharéz oldatba helyeznek,
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9. dbra. Izolalt baktérium membrén prepardtumok vektoridlis (= transzport) és nem vek-
torialis glitkéz-foszforilaciéjdnak mechanizmusa. Sematikus modell KABACK (8) szerint

EDTA és Triszpuffer jelenlétében. Révid inkubécié utan a centrifugalt sejt-
iiledéket hig MgCl, oldatban szuszpendaljak. Ujabb centrifugalas utan a feliil-
isz6, az un. sokk-folyadék, szamos kismolekulaji vegyiiletet és kiilonbozd
fehérjéket tartalmaz. Az osszes sejtfehérje mintegy 3,5%-a szabadul fel az
ozmotikus sokkolassal. A lényeges az, hogy a felszabadulé fehérjék kouziil
elkiilonithetdk olyanok, amelyek specifikusan megkotnek bizonyos transzport
szubsztratokat (I1I. tablazat). E fehérjék koziil nem egyet mar megtisztitottak
és kristalyositottak is (7, 29). Transzportban valé szerepiiket a kovetkezd
megfigyelések jelzik:
1. Ozmotikus sokkolassal a transzport aktivitas csokken vagy megsziinik;
2. A felszabadult protein kotd aktivitasanak, ill. azintakt sejtek transz-
portjanak kinetikus konstansai hasonléak. Pl. galakt6z kotd proteinnél
a disszociaciés konstans ill. a galaktéz transzport latszélagos ky-je
egyarant 10~¢ M nagysagrendi;

3. Transzport deficiens mutansokbél nem nyerhet8 kotd protein, viszont:
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III. tablazat

Kiilonb6z6 mikroorganizmusokbdl ozmotikus sokkolassal
felszabadulé kot6-proteinek

Kété-protein

Megkétott anyag a mikroorganizmusban

Aminésavak
Leucin, izoleucin, valin Escherichia coli K12
Leucin Escherichia coli W3092
Fenilalanin Commonas sp.
Arginin Escherichia coli W
Triptofan, tirozin, fenilalanin Neurospora crassa
Szervetlen ionok
Szulfat Salmonella typhimurium
Foszfat Escherichia coli AB3311
Cukrok
Gliikoz | Escherichia coli
Galaktoz Escherichia coli W3092

Arabinéz

Escherichia coli B/r

4. Reverans sejtekben a transzport aktivitds mellett megjelenik a kotd
protein is.

Ezek az adatok azonban csak indirekt bizonyitékul szolgalnak a kotd
proteinek transzportban betsltdtt szerepére. Kozvetlen bizonyiték lenne, ha
a sokkolt sejtekhez, amelyek transzport aktivitasukat elvesztették, kotd pro-
teint adva, a transzportot vissza lehetne allitani. Az ilyen irdnyud kisérletek
azonban csak részleges sikerrel jartak és ma még nem egyértelmiien meg-
eydzdek, féleg azért, mert sokkolassal a felszabadulé egyéb vegyiiletek kozt
gl. a savoldhaté nukleotid-pool is elveszik, ami, legalabb részben, a sejt
pnergiaraktarat képviseli és hianya egyediil is felel§s lehet az energiafiiggd
aktiv transzport csokkenéséért (28).

A koté-proteinek szerepének értelmezésében tovabbi probléma, hogy
ezeket eleddig csak Gram-negativ szervezetekbdl izolaltak. Ha ezek a transz-
port rendszer részei, miért nem talalhaték Gram-pozitiv baktériumokban is?
Ha mégis lennének benniik, miért kétddnek erdsebben, vagy megforditva,
miért disszocidlnak a Gram-negativokbél olyan kénnyen a viszonylag enyhe
sokk-eljarassal?

Ijgy tiinik, hogy a kotS-proteinek nem maganak a membrannak, hanem
a komplex, tébbrétegii sejtburoknak a részei, és az \n. periplazmatikus térben
helyezkednek el. De még a Gram-negativoknal is csak egyes transzport rend-
szereknél talaltak meg 8ket, pl. a béta-galaktozid transzportnal nem.

A mai hipotézisek szerint a k6t8 proteinek a transzport rendszer receptor
részei, amelyek szerepe az lehet, hogy a szubsztratot a Gram-negativ szerve-
zetek komplex sejtfalan atjuttatjak a membranban lokalizalt valédi transzport
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rendszerhez. Egyes vélemények szerint azonban a ko6té-proteinek a transzport
integransabb részei és a membranon valé transzlokaciéban is szerepiik lehet.
Ebben avonatkozasban figyelemre mélté adat, hogy a galakt6z-kétd protein-
nek két konformaciés formajat allapitottak meg, nagyobb és kisebb affinités-
sal, a szubsztrat kotddése pedig konformaciés valtozast okozott (9, 28, 29).

9. Az aktiv transzport energiakapcsolata

A sokkolasi technikaval felszabadul a foszfotranszferaz rendszer HPr
komponense is, ez a protein azonban nem kot cukrot. Az ilyen sokkolt sejteknél
éppugy mint a HPr deficiens mutansoknal azonban nemcsak a foszfotransz-
feraz rendszer szubsztratjainak, hanem a béta-galaktozidoknak a transzportja
is csokken, HPr hozzaadasaval viszont visszaallithaté (19, 20). Korabban mar
felvetettiik a kérdést: a két transzport rendszer kozott valamilyen kapcsolat
van? A foszfotranszferaz rendszerbdl szarmazna az energia az aktiv transz-
porthoz is?

Az elsd kérdésre, vigy tiinik, a valasz igen, azonban a kapcsolat csak
kozvetett. ROSEMAN szerint ez a kozvetett kapcsolat genetikai alapon, az
enzim, ill. transzport rendszer szintézisének regulaciéjanal képzelhet§ el. Igazol-
tak ugyanis, hogy az Enzim I és HPr mutansok hiperszenzitivekké valtak
repressziéra és ezért képtelenek a béta-galaktozidok transzportjahoz sziikséges
proteineket indukélni. Az indukcié és represszié6 mechanizmusaban a ciklikus
AMP mellett fontos szerepet tulajdonitanak a foszfotranszferaz transzport
rendszernek is. E kérdés részleteit illetGen itt csak a megfelel§ kozleményekre
utalunk (33, 34).

A mai felfogas szerint, e kozvetett kapcsolattdl eltekintve, a foszfotransz-
feraz és az aktiv permedz rendszer két, alapjaiban kiilonb6z8 transzport
mechanizmust képvisel. Ez utébbi aktiv transzporthoz az energia nem a
PEP-foszfotranszferaz rendszerbél szarmazik. Ezt igazolja, hogy uncouplerek
gatoljak a béta-galaktozid transzportot, mig pl. az alfa-metilgliikozid felvételt
nem, s6t, serkenthetik is. Tovabba, a béta-galaktozid transzportot kozvetleniil
a légzéshez lehet kotni HPr negativ mutéansok membran vezikulumainil is.

Emlékeztetiink arra, hogy e vezikulumok oxidativ foszforilaciéval jaré
ATP szintézisre képtelenek. Tovabba, az uncouplerek transzport-gatlé hatasa
anaerob koriilmények kozt is érvényesiil. Ezek az adatok arra utalnak, hogy
az aktiv transzport kozvetlen energia donora ATP sem lehet. Mi tehat e mecha-
nizmus energia kapcsolata?

A membrian vezikulumok oxidaciéjanak vizsgalata alapjan KaBack
érdekes hipotézist allitott fel (10) (10. abra). A vezikulumok béta-galaktozid
transzportjat (egyuttal szdmos aminosavét is) a preparatumok altal oxidalt
vegyiiletek erGsen stimulaltak. Az endogén oxigénfogyasztast NADH, laktat,
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szukcinat (e sorrendben) és néhiany mas vegyiilet is serkentette, olyan lehet-
séges energiaforrasok viszont, mint PEP, ATP hatéastalanok voltak, vagy éppen
gatoltak az oxigénfogyasztast. Az el6bbiek koziil a transzportot leghataso-
sabban a laktat fokozta, NADH csak gyengén hatott. Laktat adasara a fel-
vétel kezdeti sebessége hisszorosra, a steady state koncentracié tizszeresre
novekedett, az akkumulacié6 mértéke 1 :25 volt. Permeaz deficiens (y~)
mutansnal felvétel alig volt, a laktat nem stimulalt, viszont Enzim I mutansnal
gyors akkumulacié tortént laktat adasara.

Kival
TPir o R Red_ »
oA
_D-loc = ™0

Belol Oxidalt

Kis Km
Kivul Kivul

“hir . Red reg—— Moy K Red Red

_D-tac ” “Ox D Lac 2 Ceh
Beldl . J
2 Redukalt Redukalt Al

10. dbra. A transzport kapcsolédésa a D-tejsav dehidrogendazhoz. KaBack és BArNEs (10)
szerint. D-Lac, D-tejsav; Pir, pirosz§lgsav; fp, flavoprotein: Cito b,, citokrom b, Ox,
oxidalt; Red, redukalt. Kiviil és beliil, a membran kiilsé és belsi oldala. Az fp és Cito b,
kozotti kett8s félgomb jelzi a karriert; gombolyl kivagas, nagy affinitdsia kotShely; szogletes
kivéagas, kis affinitasi kotdhely. A citokrom lédnc b, uténi része nincs feltiintetve

KaBack elképzelése szerint (10. abra) a transzport kézvetleniil kapesols-
dik az elektrontranszport lanchoz, a karrier, egy szulfhidril protein, a lanc
egy része lenne, és a citokrémokhoz hasonlé reverzibilis oxidacién-redukcién
menne at. A karrier oxidalt allapotaban a diszulfid-hid olyan konformaciét
ad a karriernek, amely nagy affinitasd a szubsztratra, a membran kiilsé olda-
lan. Redukciénal, a szulfhidril konformacié transzlokalja a szubsztratot, egy-
dttal a karrier affinitasa csokken, igy a szubsztrat ledisszocial és a membranon
beliill akkumulalédik. A redukalt format a citokrém b, djra oxidalja, amint
az elektronok a lanchan tovabb folynak. Tovabbi feltételezés, hogy a karrier
kis affinitasd, redukalt formaja valamiféle oszcillaciés vagy vibraciés mozgas-
sal miikodik facilitalt diffziénal. Ez a feltételezés magyarazna, hogy az el§z6-
leg akkumulalt galaktozidok gyors effluxot mutatnak anaerobiézisban vagy
KCN hatasara.

Ez az elképzelés nagy figyelmet keltett, és ahhoz képest, hogy csak
mintegy masfél éve latott napvilagot, maris alapos kritikat mondhat magaé-
nak (6, 34). A kétségek tobbiranyuak, csak néhanyat emlitiink itt.

1. El8szér maganak a membran vezikulumoknak a topolégiaja kérdéses.
Normalisan zart vezikulumoknal (right side out) a vizsgalt energiaforrasok
egy része, igy a PEP, NADH vagy ATP, azért nem hatasosak, mert nem jut-

hatnak a membran belsd felszinéhez.
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2. Jollehet a laktat, szukcinat a megfelel§ dehidrogenazokkal kapesoléd-
hatnak az elektron transzport linchoz, hogy torténik ez mas, a transzportot
szintén serkentd vegyiiletekkel (pl. glicerofoszfat, formiat)?

3. A modell szerint a transzport-karrier a citokrom b, elétt lenne.
ijabban kimutattik, hogy aszkorbinsav és fenozin metoszulfat kétszer olyan
erds stimulatora a transzportnak, mint a laktat. Ha ez a mesterséges elektron
donor rendszer \igy hat, mint a mitokondriumoknal, akkor a citokrom b, utan
kapcsolédik a lancba, tehat a karrier helye kérdésessé valik.

4. A modell legnagyobb hidnyossaga, hogy nem ad magyarazatot az
aktiv transzport erfs gatlasiara uncouplerekkel. Minthogy ezek a 1égzést nem
gatoljak, csak szétvalasztjak a transzporttél, az elektron karrierek ciklikus
redox atalakulasai egyediil nem magyarazhatjak a transzport energia kap-
csolatat.

5. Végiil egy a priori ellenvetés, hogy galaktozidok aktiv transzportja
anaerob viszonyok kozt is véghemegy, amikor csak glikolitikus energianyerés
folyik. Ep sejteknél a tiometilglikozid akkumulaciét uncouplerek anaerobiozis-
ban is gatolték.

Mindezek alapos ellenvetések. Végiil is csak az tekinthet§ bizonyosnak,
hogy az aktiv transzport légzéshez kot8dhet, bar nem feltétleniil, és ha mégis,
akkor ez nem direkt kapcsolat (mint a KaBack modellben), hanem indirekt.

Milyen alternativ elképzelés lehetséges ezek utan? Az egyetlen altalanos
lehetGség annak feltételezése, hogy az aktiv transzporthoz sziikséges energia
kozvetve, elektrokémiai vagy potencialgradiensb§l szarmazik, amelyet aerob
koriilmények kozt az elektrontranszport, anaerob kériilmények kozt a gliko-
litikus ATP hidrolizise hoz létre és tart fenn. A f6 kérdés, hogy hogyan, tovabba,
hogy ez az elsGdleges gradiens hogyan kapecsolédik 6ssze a kiillonb6z6 mole-
kuldk cotranszportjaval vagy countertranszportjaval? Az analégia a mito-
kondrialis oxidativ foszforilaciéval kézenfekvé, de minthogy az energiakozve-
tités és atalakitds médja ott sem ismert, csupan a kiillonboz6, kémiai, konfor-
maciés vagy kemiozmotikus hipotézisek kozott valogathatunk, célszertibb
inkabb azt attekinteniink, hogy van-e egyaltalan valami alap e kérdés vizsga-
latara baktériumok membrantranszportjanal.

Allati sejteknél a Na, K-ATPaz altali Na leadas és K felvétel szolgaltatja
az elsGédleges ion-gradienst. Ilyen rendszer azonban baktériumoknal nem miiko-
dik. A baktérium membran természetesen tartalmaz ATPazt, amely Mg>+
vagy Ca’*+ dependens, de sem Na vagy K ionra, sem pedig oubainra nem szen-
zitiv. Ez az ATPaz a mitokondrium vagy kloroplaszt membran ATPazaval
analég, és ahhoz mind strukturalisan, mind funkciéban nagyon hasonlé (6).

Ha Na, K transzport ATPaz nem is miikédik baktériumoknal, néhany
esetben leirtak olyan transzport rendszert, amely Na vagy K dependens.
A legérdekesebb ezek koziil az az djabb adat, ami szerint a TMG II néven
leirt melibiéz permeaz rendszert S. typhimurium-nal a Na stimulélja, megfor-
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ditva pedig a cukor transzportja a Na felvételét fokozza (37). Bar a Na — cukor
cotransport ez esetben val6szinii, azonban nem arrél van sz6, hogy a Na gra-
diens lenne a cukortranszport energiaforrasa. Erdemes megjegyezni, hogy a
melibiéz transzport Na fiiggését csak kiilonleges kisérleti koriilmények kozott,
Na mentes taptalajokat, miianyag edényzetet hasznalva lehetett demonstralni.

A baktériumok K akkumulaciéja is altalanos jelenség, azonban semmi-

lyen kisérleti adat nem jelzi a K-gradiens szerepét mas molekula transzport-
jaban (6).

Redukalt

~— H,0
Oxidalt u*
Oxigen+H* 1ATP+H?

1(ADP+POH)
H+

/8- Galaktozid

B-Galaktozid f-Galaktozid

11. dbra. p-galaktozidok akkumuldciéja H -symport mechanizmussal E. coli-ban. MiTCHELL
(24) szerint. a, transzport, ha a proton aramlds a légzésnek, b, ha az ATP hidrolizisnek a
kovetkezménye

Nagyobb a valészinlisége a proton gradiens szerepének. Erre jelenleg
a kovetkezd, részben indirekt bizonyitékok vannak (6, 30, 38, 39):

1. Str. faecalis-nal az aktiv cukortranszport uncouplerek altali gatlasa
egyiitt jar a protonok kiaramlasaval;

2. E. coli laktéz transzportjanal igazolt a protonok stochiometrikus
influxa, itt tehat proton-—cukor cotranszport miikédhet;

3. A protonok leadasiban a membran ATPaz szerepel és része lehet a
proton-pumpanak.

Ezeket az adatokat MiTCHELL, a kemiozmotikus hipotézis megalkotéja,
elegendének talalta ahhoz, hogy — a mitokondriumok analégiajara — fel-
tételezze, hogy a baktériumok aktiv transzportjahoz az energia proton gra-
diens révén kapesolédik (24). A protonokat aerob kérilmények kozott a lég-
zési lanc, anaerob koriilmények kozott a membran ATPaz pumpalja ki, a létre-
jov6 elektromos és pH gradiens szolgaltatja azt a proton mozgaté erdt, amihez
symport vagy antiport itjan mas ionok és molekulak transzportja osszekap-
csolédik (11., 12. abra).

Erre az elképzelésre ugyanaz vonatkozik, mint a kemiozmotikus hipo-
tézis egészére: jelenlegi ismereteink még nem elegendéek sem elfogadisihoz,
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sem elvetéséhez. A kisérleti eredmények interpretalhaték annak feltételezésé-
vel, hogy az energia elsGdlegesen a membran elektrokémiai gradiensébdl szar-
mazik és ennek valészintiségét ijabban egyre kedvezdbben itélik meg, j6llehet
a dontd bizonyitékok — éppigy mint a mitokondriumoknal — még hianyoz-
nak (6, 34).

Legzesi lanc M

Proton transzlokdld ATPgz

H

Proton-cukor symport

Praton-anion symport
An=
Elektrogen kation felvetel ot
HQ
Natrium- proton antiport

Natrium- tapanyag symport

Na* es H™ atfolyas W=

12. dbra. Transzport és metabolizmus kapcsolédasa protonok és Na™t cirkuldciéjaval. Proton
cirkuldcié6 MiTcHELL (24) szerint, a modell HARoLD (6) utdn

10. Osszefoglalés

A baktériumok szénhidrat transzportja tébbféle mechanizmussal tortén-
het. Az egyik ilyen mechanizmus a group translocation, amelynél a cukor
vektorialis foszforilaciéjat a PEP-foszfotranszferaz rendszer végzi. Ez a folya-
mat egyidttal a cukormetabolizmus els§ lépése is. Egyes fajokban, mint a
Staph. aureus-ban valésziniileg minden cukor transzportja igy térténik, mas
fajokban, mint pl. E. coli, S. typhimurium, egyes cukrok felvétele group trans-
location-nal térténik, masoké aktiv transzporttal. A Str. faecalis-nal viszont
minden cukor transzportja aktiv, a gliik6z kivételével, amelyet a foszfotransz-
feraz rendszer transzportal. A Ps. aeruginosa-nal pedig csak facilitalt diffdzié
ismert.

A cukrok aktiv transzportjanak energia kapcsolatat ma még homaly
fedi. A PEP-foszfotranszferaz rendszer energiakdzvetit8 szerepe, valamint az
ATP kozvetlen részvétele kizarhat6. A membran vezikulumok aktiv transzport-
janak erds stimulalasa 1égzési szubsztratok és elektron donorok altal, tovabba
az uncouplerek erds transzportgatlé hatasa, még anaerob korilmények kozott
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is, valamint t6bb mas adat arra utal, hogy a membranban felépiils elektro-
kémiai gradiens lehet az aktiv transzport energiakapcsolatanak alapja. Azon-
ban e kapcsolat megvalésulasi forméja (nagy energiaji intermedier, membrén-
protein konformaciés valtozasa, ion- vagy protongradienshez kapcsolt masod-
lagos transzport?) még nem ismert.

A transzport molekularis bazisarél egyre tobb adat gyiilik 6ssze. A transz-
portfolyamat elsd 1épésében, a szubsztrat megkotésében, a mar nagy szamban
izolalt kotd proteinek vehetnek részt. A folyamat tovabbi lépései, a szubsztrat
transzlokaciéja és leadasa a membran masik oldalan, magaban a membranban
lokalizalt proteinek konformacios valtozasaival fiigghet dssze. Ilyen proteinek-
nek tekinthet8k a foszfotranszferaz rendszer Enzim II komplex komponensei
és a béta-galaktozid aktiv transzport M-proteinje.

A baktériumok membran transzport folyamatainak tovabbi felderitésé-
ben egyes specialis vizsgalati médszerek és kiilonosen a genetika alkalmazasa
dont8 szerepet jatszhat. Ugyanakkor mas membran-folyamatokkal, féleg a
mitokondriumokkal vont analégia jelentGsen hozzajarulhat a baktérium transz-
port értelmezéséhez is.
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