Novak Béla: Sejthiologia Bioldgiai membranok

Membran struktarak

A bioldgiai membranok kulcsfontossagt alkotok a sejtek ¢€letében:

1. A sejteket plazmamembran hatarolja és alapvetd szerepet jatszik abban,
hogy a sejtek belsd Osszetétele eltér a kornyezetiik dsszetételétol.

2. Eukariota sejtekben pedig belsé6 membran strukturak (ER, Golgi,
mitokondrium stb.) is vannak, minek kovetkeztében az organellumok és a
citoszdl eltérd osszetételiiek.

Minden biologiai membrannak egységes, altalanos strukturaja van (kivéve:
dsbaktériumok membranja): nem kovalens kdlcsonhatasokkal dsszetartott
lipidekbdl és fehérjékbdl allo vékony film. A lipidek a bioldgiai membran
alapvazat, a fehérjék pedig a specifikus tulajdonsagokat biztositjak.

A biologiai membrant alkoto lipidek amfipatikus molekulak

A lipidek nem old6dnak vizben csak szerves olddszerben. A lipidek
amfipatikus molekulak és ez a gérog sz6 azt jelenti, hogy "mindkettot
toleralja". A molekula egyik vége (fej) hidrofil (poléaros), a masik vége (farok)
pedig hidrofob (apolaros).

A biologiai membranban foszfolipidek fordulnak eld, melyek az alabbi két
részbdl épiilnek fel (1d. 2-1. abra):

1. polaris fej rész

1. két darab hidrofob szénhidrogén lanc (farok).
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Az alapvegyiilet a foszfatidsav: egy glicerinmolekula két zsirsavval
¢szteresitve, melyhez még egy foszforsav is kapcsolodik. A molekula “farka™
leggyakrabban 14-24 szénatomszamu zsirsavakbol all. Az egyik zsirsav
altalaban egy vagy tobb cisz kettds kotést (telitetlen zsirsav) tartalmaz, és emiatt
a szénhidrogén lanca megtorik.

A lanchossz és a telitettség fontos jellemzdOk, mert befolyasoljak a foszfolipidek
tobb tulajdonsagat (1d. membran fluiditas).

A foszfolipidek viselkedése vizben

Amennyiben a foszfolipideket viz veszi koriil, akkor aggregalddnak, mégpedig
ugy, hogy hidrofob ‘farkaik’ beliilre keriilnek, a ’fej’ pedig a viz felé néz. A
foszfolipidek alapvetden kétféle struktirat képezhetnek vizes oldatban (1d. 2-2.
abra), attol fiiggden, hogy:
* milyen zsirsavak
vannak benniik
* milyen a hdmérséklet,
* milyen ionok vannak
jelen és
* milyen a diszperzio
modja:
. egyrészt kb. 20 nm
atmérdjii gomb alaki
micellat:

lipid
micelle

i

2. masrészt kettos réteget
(bilayer).
lipid
A lipid kettds réteg bilayer
szabad vége nem
érintkezhet vizzel, mivel
az termodinamikailag
instabil, ezért azt
eliminélni igyekszik
(onhegedo
tulajdonsagu). A lipid kettds réteg zart kompartmentet alkot, amit
liposzomanak neveziink. Ha a kettds réteget elszakitjuk, akkor visszaheged,
ami a spontan képzddési tulajdonsagabdl is kovetkezik. A lipid kettOs réteg
onhegedo tulajdonsaga ideélis a biologiai membran képzéséhez.
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A lipid kettos réteg

A lipidek a biologiai membranokban

kettds réteget alkotnak, és ez a

bioldgiai membranok altalanos

struktaralis alapja.

Ezt az elméletet szamos megfigyelés

ill. kisérlet tamasztja ala:

1. Gorter és Grendel human
vorosvertest (eritrocita) lipidjeit viz
felszinére kiteritve azt tapasztaltak,
hogy unimolekuldris film keletkezik. A monolayer felszinét az eritrocita
feliiletének kétszeresének talaltak. Mivel az eritrocitaban nincsenek bels6
membran struktarak, ezért ez azt bizonyitotta, hogy a sejtmembranja egy lipid
kettds réteg (bilayer).

1. Elektronmikroszkopidban alkalmazott ozmium-tetroxidos festés a lipidek
“fejéhez” kotddik. A keresztvagassal késziilt vékony metszeten a
sejtmembran mint
két, vékony,
parhuzamos sotét
csik jelenik meg,
miniatlir vasuti
sinparra
emlékeztetve.

2. Az idegsejt Schwan-
sejt membranjabol
kialakult mielin
hiivelyén végzett
rontgen-diffrakcios
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. ’ y ’ i FOTEIn Ein
vizsgalat a 2-3. abran ~ " i ~ A\ =
J4 J4 J4 T fo ! r o
lathato képet Electron 5 1 ""- \ f T \
, . dansity ! | \ ! \ ! \
szolgaltatja. PRI / 1\ j’f A, \
3. Fagyasztva toréses bn-ray) | V. n
elektronmikroszkopi | !

as eljaras is bizonyitja, hogy sejtmembranban a lipidek kettds réteget
alkotnak.
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A lipid Kkettos réteg két-dimenzios folyadékként viselkedik

Csak az 1970-es években ismerték meg a lipid
molekulék viselkedését a lipid kettds rétegben
¢s a bioldgiai membranokban. Eldszor
szintetikus lipid kettds rétegeket hasznaltak a
vizsgalatokhoz. A gyakorlatban kétféle
szintetikus membrant szokas hasznalni (1d. 2-
4. abra):

1. liposzomak: a kettds réteg gombalakot 6lt,
aminek atmérdje 25 nm és 1 pm kézott
valtozhat.

2. planaris bilayerek (''fekete
membranok"): két vizes fazist elvalaszto
lyukra huzzék fel a kettds réteget.

Az egyedi lipidmolekulak mozgasanak
mérésére az elektronspin-rezonancia
(ESR) modszere hasznalhato, ha
rendelkeziink egy parositatlan elektront :
tartalmazo (pl. nitroxil csoport = N-O) N Bt

vegyiilettel. Ennek megfelelden a lipidek

fejrészeében ilyen, Un. “spin jelolést” alkalmaznak, €s mérik a mobilitasukat a
membranban.

A mérések alapjan megallapithato volt, hogy:

1. A lipidek csak nagyon ritkdn
(havonta csak egyszer) ugranak az
egyik rétegbdl a masikba. Az egyik

. rétegbdl a masikba val6 ugrast flip-
\ flop-nak nevezziik, ami tehat
'\ fip-flop termodinamikailag nem

Iateral diffusion

j"mw e kedvezményezett.
! 2. Ezzel szemben a szomszéd lipid
molekuldkkal masodpercenként
fiodon  rottion atlagosan 10’-szer helyet cserélnek
(lateralis diffuzié). Ez a szam egy
10-8 cm2/sec diffuzios egyiitthatot szolgaltat, ami azt jelenti, hogy a lipidek 2
um / sec sebességgel diffundalnak a membran egyik rétegében (emlékezziink,
hogy a baktérium sejt hosszara: kb. 2 um).
3. Ugyancsak nagy gyakorisaggal fordul el rotacio a longitudinalis tengely
koril.

¢
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Hasonl¢ kisérletek torténtek izolalt membranokkal és egyszerii intakt sejtekkel
(mikoplazmak, baktériumok és vorosvértestek) is. Ezen kisérletek ugyanolyan
eredményekre vezettek, mint a szintetikus membrannal végzett vizsgalatok.
Mindezek alapjan megallapithato, hogy a lipid kettds réteg ugy viselkedik, mint
egy két dimenzios folyadék: a lipid molekulak a folyadék halmazallapothoz
hasonl6 sebességgel szabadon diffundalnak és forognak, de csak az adott
rétegben, vagyis mozgasuk két dimenzids. Mivel a lipidek gyakorlatilag nem
1épnek at a masik rétegbe, ezért szintetikus membranokban a lipid molekula az
egyik rétegbe van “zarva”.

Mivel a lipid molekulak nem tudnak atugrani az egyik rétegbdl a masikba (flip-
flop), ezért felvetddik a kérdés, hogy az €16 sejtek miként novelik a
membranjaik feliiletét, hiszen a sejt altal Gjonnan szintetizalt lipid molekulak
nyilvanvaldan a belso rétegbe épiilnek be? A sejtek szamara a foszfolipid
transzlokator (flippaz) nevili enzim jelenti a megoldas, ami a lipid molekulak
egy részét (felét) atviszi a masik rétegbe.

A Kettosréteg fluiditasa az osszetétel fiiggvénye
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folyamatok leallnak. A fluiditas a lipidosszetétel és a hdmérséklet fliggvénye.
Szintetikus lipidmembranokon végzett kisérletek szerint az egyféle
foszfolipidbdl allo kettdsréteg folyadék allapotbdl kristalyos (gélszertii)
allapotba megy at egy jellegzetes fagyasponton ¢és forditva: ho hatasara a
gélszerti allapot folyadékszerivé alakul (Id. 2-6. Abra). Ez a hirtelen véltozas
(fazis atmenet) egy sziik hdmérséklet tartomanyban kovetkezik be.

A rovidebb és telitetlen zsirsavakat tartalmazo membréanokat nehezebb
fagyasztani (alacsonyabb a fagyaspontjuk), mert a rovidebb és merevebb lancok
kozott gyengébbek a Van der Waals erdk, ezért nehezebben 1épnek egymassal
kapcsolatba.
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Mivel a membran fluiditas létfontosagu a membran folyamatok fenntartdsahoz,
ezért a valtakozd hdmérsékleten tartdzkodo sejtek szabalyozzak membranjaik
lipiddsszetételét a hdmérseklet fliggvényében, a membran fluiditas kozel
allando6 értéken tartasa érdekében. Homérséklet csokkenés esetén tobb telitetlen
zsirsavat épitenek a membranjaikba, ezért az fluidabb lesz alacsonyabb
hoémérsékleten is.

A Koleszterin hatasa a mebran fluiditasra

Sok eukariota sejt
plazmamembranja -
kolesztreint ), @ ._ | I
tartalmaz, aminek v i
mennyisége elérheti f’ x " P':::: ¥ -
a foszfolipidét. A —f e | " )
koleszterin interkalal {Lf-‘r-': CHy structurs 1 -
a foszfolipidek kozé,

tigy, hogy hidroxil L |’ nonpein
I

csoportja a lipidek CH, .
polaris fejével van CH

kolcsonhatasban, cH, CH,
rigid szteran vaza

pedig immobilizalja

a szénhidrogénlancok azon részeit, amik a fejhez kozelebb esnek. Ennek
kovetkeztében a gatolja a lipidek mozgasat a membranban €s kevésbé fluidda
teszi a membrant. Gatolja a membran fazisdtmenetét is, mert a lipidek
szénhidrogénlancai nehezebben tudnak kdlcsonhatasba 1épni az alacsonyabb
hoémérsékleten.

A lipidosszetétel valtozik az élovilagban

A kiilonb6z6 bioldgiai membranok lipid dsszetételérdl a kovetkezdket érdemes

megjegyezni:

1. Baktériumokban altalaban egy alapvetd foszfolipid talalhato, és ez a
foszfatidil-etanolamin. Soha nincs koleszterin. A baktérium membrannak
nem kell merevnek lennie, mert a mechanikai stabilitast a sejtfal biztositja.

2. Eml&s sejteknél a membrandsszetétel sokkal valtozatosabb. A koleszterin
mellett alapvetden az alabbi négyféle foszfolipid fordul eld:

B foszfatidil-szerin

B foszfatidil-kolin

B foszfatidil-etanolamin és

B szfingomielin.
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A foszfatidil-szerinnek negativ toltése van, mig a tobbi foszfolipid semleges
fiziologids pH-n (a foszfat negativ, mig az amino-csoport pozitiv toltésii). Ez a
négy foszfolipid adja membranlipidek t6bb mint felét.

A fenti négy foszfolipid mellett meg kell emliteni még a foszfatidil-inozitot is,
melynek, bar joval kisebb mennyiségben van jelen, a szignal képzésben van
alapveto szerepe.
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A lipid kettos réteg aszimmetrikus

Az eddig vizsgalt
biologiai EXTRACELLULAR SPACE
membranokban a két

réteg lipid Osszetételét ﬁ!ﬁ' 1 ﬁiiﬁ
alapvetden eltérének | LA I
talaltak. -.| | [ “r \ lnlll';ylll . Ii“ ’I:ﬂl' '| I I
A vordsvértest 0 $ 00 | . .
membranban pl.: = A - -
1. minden lipid CYTOSOL
molekula, amiben
kolin van (foszfatidil-kolin és szfingomielin) a kiils6 rétegben van
(exoplazmas réteg).
2. aterminalis NH, csoportot tartalmaz6 lipidek (foszfatidil-etanolamin és
foszfatidil-szerin) pedig a belso rétegben.
Mivel a negativ toltésii foszfatidil-szerin mindig a belsd rétegben van, ezért
elektromos potencialkiilonbség van a két réteg kozott.
7
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A lipideloszlas aszimmetriaja a foszfolipid transzlokator (flippaz) hatdsanak
kovetkezménye, ami a foszfolipideket az egyik rétegbdl a masikba athelyezi,
ugyanis a flippaz véalogat €s csak bizonyos foszfolipideket helyez at a kiils6é
rétegbe, masokat viszont a belsd rétegben hagy.

A plazmamembran Kkiilso feliiletét glikolipidek boritjak

A plazmamembranon valo elhelyezkedés szempontjabol a glikolipidek
(szénhidratot tartalmazo lipidek) mutatjak a legjellegzetesebb aszimmetriat.
Ezek a makromulekuldk szinte kizarolag az exoplazmas oldalon helyezkednek
el, ahol mikroaggregatumokka asszocialodnak hidrogén-kotések révén. A cukor
résziik mindig a sejtfelszinen taldlhatd. Az aszimmetria annak kdvetkezménye,
hogy a cukorrész a Golgi apparatus lumenjében (ami a sejt kornyezetével
ekvivalens) adodik a lipidhez. Glikolipidek valdsziniileg minden allati sejt
membranjaban vannak ¢€s a kiilsé réteg lipidjeinek 5%-at teszik ki.
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A legkomplexebb glikolipidek a gangliozidok: oligoszaharidokat tartalmaznak
¢s 1-2 szialinsavat (N-acetil-neuraminsav), ami mindig negativ toltést ad a
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molekuldnak. Az idegsejt membranjéban a lipidek igen nagy hanyadat
(kb.10%-4t) gangliozidok alkotjak.

Membranfehérjék

A lipidek adjak a biologiai membranok alapvetd strukturdjat és impermeabilis
tulajdonsagat, az 6sszes tobbi specialis tulajdonsag pedig a membranfehérjék
kovetkezménye.

A fehérjék mennyisége €s tipusa szerint a membranok alapvetden kiilonboznek:

B a mitokondriumok bels6 membranjdban a membran 6ssztomegének 76%-a
protein.

B az idegsejtek mielin membréanjdban viszont csak 18% a protein van az
elektromos szigetelés miatt.

B egy atlagos citoplazmamembran fehérje tartalma pedig a fenti két érték kozeé
esik vagyis kb. 50% proteint tartalmaz.

A membran-lipidekhez hasonloan a proteineknek is lehet oligoszaharid lanca
(glikoproteinek). Igy a sejtfelszin (sejtburok) alapvetéen szénhidratokbol all
(glycocalyx vagy cell coat).

A membranfehérjék és a lipid kettds réteg kapcsolata

Az egyes fehérjék kiillonbozOképpen Iépnek kapcsolatba a membrannal:

1.Az integrans membranfehérjék szoros kapcsolatban allnak a lipid kettds
réteggel. Transz-membran fehérjének is mondjuk dket, mivel athatolnak a
9



Novak Béla: Sejthiologia Bioldgiai membranok

membranon gy, hogy annak mindkét oldalan kilégnak. Egyszer vagy tobbszor

1s atszelhetik a membrant. Amfipatikusak, akarcsak a membrant alkot6 lipidek:

1. a hidrofob aminosav oldallancaik a foszfolipidekkel 1épnek kdlcsonhatasba,

1. 2. a hidrofil részeik pedig a membrant koriillvevo vizzel.

2. A membranfehérje hidrofobicitasat kovalensen kotott lipidek is novelhetik.
Hogy milyen lipid kapcsolddik kovalensen a membranfehérjéhez, az attol
fligg, hogy a lipid a membran melyik rétegével 1€p kdlcsonhatasba:

3. Azok a fehérjék, melyek a membran citoplazmas oldaldval Iépnek
kapcsolatba a lipiden keresztiil vagy 14 szénatomszamu, telitett zsirsavat
(mirisztinsav) tartalmaznak, ami az N-terminalisu glicinhez kapcsolddik (pl.
V-SIC) vagy

4. mas szénhidrogén lancot (farnezil-csoport), ami a C-terminalishoz kozeli
ciszteinnel kot (pl. ras fehérjében).
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Ezek a fehérjék a citoszélban mint oldhato fehérjék szintetizalodnak, és csak a
lipid hozzékapcsolasat kovetden iranyitddnak a membranba.

10
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Azok a fehérjék, melyek a membran kiilsd (exoplazmas) felszinével 1€épnek
kolesonhatasba lipid molekulan keresztiil, mindig foszfatidil-inozithoz
kapcsolddnak kovalensen oligoszaharidon keresztiil. Ezek a fehérjék mint
transzmembran fehérjék keletkeznek az endoplazmas retikulumban, de a
transzmembran rész még ott levagodik, és egy glikozil-foszfatidil-inozitol
csoport adodik hozzajuk. Ez koti 6ket az exoplazmas oldalra. A foszfolipaz-C
enzim hasitja a glikozil-foszfatidil-inozitol csoportot, igy ezek a fehérjek
konnyen felismerhetdk.

2. Periférialis membranfehérjék (extrinsic fehérjék): nincsenek kdzvetlen
kapcsolatban a foszfolipid kettésréteg hidrofob részével. Altalaban az integrans
mebranfehérjek altal kapcsolddnak a membranhoz nem-kovalens kotések révén.
Ezek a fehérjék gyengéd eljarasokkal (nagy vagy alacsony ionerdsség, extrém
pH) is felszabadithatok a membranbdl, melyek csak a protein-protein
kapcsolatokat bontjak meg. Ezzel szemben az integrans membranfehérjék ezzel
a modszerrel nem tavolithatok el.

Hogy egy membranfehérje miként kot a membranhoz, azt a funkcidja hatarozza
meg:

1. A transzmembran proteinek mindkét oldalon funkcid-képesek, példaul
molekulat tudnak transzportalni a membranon keresztiil.

2. A sejtfelszini receptorok is transzmembran proteinek. Ha valamilyen
molekula (ligand) kot hozzajuk a kiils6 oldalon, akkor intracellularis szignalt
képeznek.

3. Az intracelluldrisan képzd8dott szignal tovabbitasaban szerepet jatszo
proteinek pedig a membran belsd feliiletéhez kotddnek, mint periférialis
fehérjék.

A legtobb membranfehérje a-hélix-szel szeli at a kettos réteget

A transzmembranfehérjéknek jellegzetes orientacidja van a membranban, mivel
nem mindegy, hogy a molekula mely része van a membran bizonyos oldalan. Ez
egyértelmiien jelzi, hogy aszimmetrikusan helyezddnek a lipid kettds rétegbe.

A membranbol kilogo két részt a membrant atszeld szegmens valasztja el, ami
hidrofob aminosavakat tartalmaz, és elmeriil a membran hidrofob belsejében. A
fehérjékben 1évo peptid-kotés azonban polaros, €s mivel a lipid kettds rétegben
nincs viz, ezért a peptid kotéseknek egymassal kell hidrogén-kotést
kialakitaniuk. A hidrogén-kotések az a-hélix-ben maximalisak. A
transzmembran fehérjék lipid kettdsréteget atszeld szakasza ezért dltalaban a-
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hélix. A membrant egyszer atszeld transzmembran fehérjék ezért mindig
tartalmaznak egy a-hélix strukturat.

A membrant tobbszor atszeld
transzmembran fehérjék a hidrogén-
kotések maximalis kovetelményének
B-reddvel is eleget tehetnek. Ilyenek
pl. a porin fehérjék a Gram negativ
baktériumok kiilsé membranjaban.

EXTRACELLULAR

Ha egy fehérje bemeriil a membranba,
akkor azt at is szeli, mivel a lanc
meghajldsa csokkenti a hidrogén-
kotéseket. Tehat a hidrogén-kotések
maximalizalasi elve magyardzhatja,
hogy nem ismeriink olyan fehérjét,
ami csak részlegesen meriil a
membranba.

hydrophobic core of lipid bilayer

CYTOSOL (220) THR €&
A transzmembran fehérjéket nagyon

nehéz kristalyositani és ezért csak

nagyon keveset lehetett rontgen-

krisztallografidval vizsgalni. A

fehérjét kodolo gén klonozasa és szekvendlasa azonban lehetdséget ad a fehérje

elsddleges szerkezetének (aminosav sorrend) megallapitasara. Az aminosav

sorrend alapjan pedig megallapithato, hogy a fehérje mely része hatol at a

membranon, ha figyelembe vessziik, hogy:

1. a lipid kettds réteg atszeléséhez kb. 20-30 aminosavra van sziiksége, €s

2. ezeknek alapvetden hidrofob aminosavaknak kell lenniiik, hogy a lipid kettOs
rétegbe bemeriilhessenek.

Membranfehérjék detergensekkel szolubilizalhatok és tisztithatok

A vizoldhat6 globularis fehérjék megtartjdk nativ konformacidjukat és egyedi
fehérjékként oldodnak vizes oldatban. Ezzel szemben az integrans
membranfehérjék aggregalodnak ¢és kicsapddnak, ha kikertilnek a
membranbol. Transzmembran fehérjék (és a membranhoz szorosan kotott
fehérjék) csak hidrofob kolesonhatasokat megsziintethetd szerekkel vihetdk
oldatba (szolibilizalhatok).

12
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Ilyen szerek a detergensek,
amelyek ugyancsak
amfipatikus molekuldk
(hidroféb csoportokhoz €s
vizhez is van affinitasuk).
Vizben micellakat képeznek,
¢s ha sejtmembrannal 1épnek
kapcsolatba, akkor a
membranfehérje hidroféb
részeéhez kotnek, és kiszoritjak
onnan a lipideket. Mivel a
molekula masik fele polaris,
ezért a fehérjét, mint
detergens-protein komplexet
oldatba viszik.

A detergens polaros feje lehet:

mermbrang prolen
in lipid by

wiasar-soiible prodmn
lipid-datargent cormphes

Bioldgiai membranok

L ]
P

clatargam
micellas

dalangani
MEAGMErs

‘ - Al
+ ¥ ™ L] | AF -
Ul AR T
TR -
- _“‘
soduble miked
lipid- dabargani
fricnl les

1. toltott (ionos): ilyen pl. az SDS (sodium dodecyl sulfate), ami denaturalja a
fehérjéket, mert a belsd hidrofob magjukhoz két (1d. SDS gél elektroforézis).

2. semleges (nem ionos): pl. Triton X-100, ami kis koncentracioban nem
denaturdlja a membranfehérjéket, hanem oldja azokat. Triton X-100-al aktiv
forméban izolalhatok a membranproteinek.

CH;
CHa
|
CH;
CH
[ 2z
CHy
|
CH:
|
CHz
I

CHy
CH;
LliH,:g
CH;
cle,,_
0]
Q0= é=0
50 @

zodium dodecyl sulfate
(305

CHs
Cl |;¢—(|'_ —CHj
{lil-l?
CHy— L:'. —CHs

C
HCF ¢

CH

HCx  AH

Triton X-100
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Eritrocita membran

A legjobban ismert sejtmembran

az eritrocita membran, mert

1. konnyli beszerezni

2. nem szennyezett mas
sejtekkel,

3. és mert az eritrocitanak csak
plazmamembranja van (nincs
organelluma), szemben mas
sejtekkel, ahol a
plazmamembran az
0sszmembran feliiletnek csak
kb. 5%-a.

Az eritrocita sejtmembranjat emellett még konnyti is preparalni, mert ha a
kiszabadul €s Un. "ghost"(szellem) képzddik beldliik. A ““ ghost”
tobbféleképpen is vizsgalhato:

1. lukas (leaky) formaban,

2. hegesztett (sealed) formaban, aminek

B normalis fele van kiviil (right side out vesicles) vagy

B a belso fele van kiviil (inside out vesicles).

W pSv leaky ghost
8]
pon et )
L EsEA-
sealed ghost

“

HYPOTONIC &
LYSIS ;

0"{9

A8,

wX_. 000
[

right-side-out vesicles

OO0

inside-out vesicles
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Bioldgiai membranok

Fagyasztva toréses elektronmikroszkopia a membranok vizsgalatara

Ennek Iényege illetve alkalmazasanak

fobb 1épései a kovetkezok:

1. sejteket folyékony nitrogénben
fagyasztjak,

2. a fagyott mintat késsel torik ugy,
hogy

3. a torés a hidrofob rétegben
kovetkezik be.

A torott felszinen kitliremkedések

(protuberancidk) figyelhetdk meg, amik

a membranfehérjéktdl erednek. A

citoplazmas oldal neve P-felszin

(protoplazmas), mig az exoplazmas

oldalé “E-felszin”.. A két felszin

gyakran egymas tiikorképe. A

membranfehérjék mindig az egyik

felszinhez ragadnak, mégpedig ahhoz,

amelyikhez sokkal jobban kotddnek.

transmamibrane protein

direction
of fractung

_ lipid
hilayer

FRACTURE WITH
KMIFE

P fracture faca
expodid

E fraciure face
mxposad

Sok membranfehérje is diffundal a membran sikjaban

Csak 1970-ben bizonyitottak, hogy a

plazmamembran fehérjék tobbsége mobilis a

membran sikjaban.

Egér és human fibroblaszt sejteket
fuzionaltatattak, melynek eredményeként
egy heterokarion jott Iétre. Mindkét faj
egy-egy membranfehérjéje ellen
ellenanyagot (antitest) allitottak eld,
amikhez kiilonb6z6 szinii fluoreszcens
festekeket kacsoltak. A sejtflizios terméket
370C-on kiilonb6z6 ideig inkubaltak, majd
jégen hiitotték és glutaraldehiddel fixaltak.
A sejtfuzidt kovetden a két membranfehérje
még kiilon régidban volt kimutathat6, de az
inkubalas soran folyamatosan elkeveredtek.

15

NOUR HLIAR
(=218 CHLL
r-r-

hr—
C

IRDUBETION AT JF0

e e



Novék Béla: Sejtbiologia Biolégiai membranok

Folt- (patching) és sapka-képzodés (capping) is a fehérjék mozgasara utal

Ha membranfehérje ellen termelt multivalens
(tobb kotdhellyel rendelkezd) antitestet adnak a
sejtekhez, akkor az adott fehérjék aggregalnak
(patching) az antitest altal okozott keresztkotés
miatt. Ez is igazolja, hogy a fehérjék
diffundalnak a membranban. Miutan
aggregalodtak a fehérjék, altalaban a sejt egyik
polusara vandorolnak (capping).

mambrang
= prosen Y

- membrana
pretEin X

crer

recovery after photobleaching (FRAP) mddszeren alapul.
A feliileti fehérjére specifikus ellenanyagot (antitest) itt is fluoreszcens
festékkel kapcsoljak. A foltképzés (patching) elkeriilése miatt fontos, hogy

wi?
Wﬁ-.

i, 4
| —
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monovalens (egy kotOhelyes) legyen az antitest. Lézerrel kis teriileten
elszintelenitik a festéket. A fehéritett teriilet fluoreszcenciaja idében novekszik,
mert bediffundalnak a nem elszintelenitett molekulak. A fluoreszcencia
novekedésébdl a fehérje diffuzios koefficiense (D) meghatarozhatd. Ennek
értéke az egyes membranfehérjékre nagyon kiillonb6zd, de altalaban a proteinek
D-je kb. 1/10-e vagy 1/100-a a lipidekének.

A sejtmembranban fehérjék és lipidek specifikus régiokban tomoriilhetnek

Bar a bioldgiai membranokrol
megallapitottuk, hogy

. prodmin &

kétdimenzios folyadékkeént ,/'/ g
viselkedik, ez nem jelenti azt, R —— F——
hogy a fehérjék mindegyike S ik

latarnl plidme

uszik a lipid tengerben. A sejtek ~ o-te
gyakran korlatozzéak a fehérjék e —
membranban valo iszasat. R
Epitélialis (ham) sejtek (pl. bél

¢és vese) szamdra pl. nagyon

fontos, hogy a kiilonb6z6

sejtfelszinlikon (apikalis, bazdlis és laterdlis felszin) kiillonbozd fehérjék

basal Wemina

helyezkedjenek el. Ez az aszimmetrikus fehérje eloszlas, ami alapvetd
jelentdségli a hamsejtek funkcidjahoz az un. tight junction-el valosul meg.

Alapvetden négy oka lehet annak, hogy bizonyos

:CD: plazmamembran fehérjék laterdlis diffuzioja
korlatozott:

A 1. A fehérjék és lipidek szeparalodasat legaldbbis
részben az intercellularis barrierek (tight
junction) okozhatjak (D).
2. A fehérjek aggregalodhatnak
(bakteriorodopszin a Halobacterium
bibormembranjaban) (A)

[1=1]
Makromolekulaval Iépnek kapcsolatba a sejten
3. beliil (C) vagy
4. kiviil (B).

[Ls]

[L=]]
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A sejtfelszint szénhidrat molekulak boritjak

A plazmamembran fehérjéket szénhidratok “dekoraljak™ €s rejtik el minden
eukariota sejt felszinén. A szénhidrat lancok proteinekhez (glikoproteinek) és
lipidekhez (glikolipidek) kotédnek kovalensen. A sejtburok (glycocalyx, cell

crer

festheto és lektinek kotnek hozza.
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