VVT Transzport

Elmélet:

Az emberi szervezetet a bels6 kdrnyezet allandésaga jellemzi. A set point, azaz a minden élettani értéket
jellemz6 optimélis érték teremti meg a lehetéséget a homeosztazishoz. Mivel ezt egy tébbelemd viztérben
kell megval6sitani, a folyadékterek kdzotti anyagaramlas nélkilézhetetlen a megértéshez.

A folyadékterek kdzétti anyagaramlast alapvetden az ozmolalités és a tonicitas befolyasolja, a részecskék
meérete, a toltésviszonyok és a membranpermeabilitds mellett. Az ozmolalitds adott témegl (kg)
oldészerben levé oldott részecskék szamat adja meg. (Viz esetében értéke kdzel azonos az
ozmolaritassal, mivel 11 viz = 1kg vizzel. Ozmolalitas alapjan elkllénitlink izozmotikus, hiper- és
hipoozmotikus folyadéktereket. Embberi szervezet esetén az izozmotikus érték 290 mOsm/kg. Az ennél
magasabb osmolalitdsu oldatok hiperozmotikusak, az alacsonyabbak hipoozmotikusak a referenciahoz
képest. A tonicitas azt jellemzi, hogy az adott oldatban, hogyan valtoztatja térfogatat egy, az oldat
folyadékterével diffuzios kapcsolatban all6 masik folyadéktér. 1zotdnias oldat esetében a térfogat nem
valtozik, hipoténias oldat esetében a térfogat megné, hipertonias oldat esetében a térfogat csdkken. A két
tulajdonsag kapcsolata azonban dsszetett, mivel egy izozmotikus oldat lehet mind hipo- mind hiperténiés
is, a kérdés az, hogy az adott oldatban el6fordulé részecskék milyen membranpermeabilitassal
rendelkeznek. Ezt jellemzi a rejekcios hdnyados, mely értéke 1 és 0 kdz6tt valtozik, 1 akkor ha a membran
nem atjarhaté az adott részecske szamara.

A gyakorlaton vizsgalt vorosvérsejtek lipid kettdsrétegének permeabilitasa szempontjabol jelentds az
aquaporin-1 és -3, valamint az UT-B és a GLUT-1 transzporterek. Az aquaporin-1 és -3 a membran
vizpermeabilitdsanak megndveléséért felelds, valamint az aquaporin-3-nak fontos szerepe van a glicerin
vorosvértestek szamara a legfontosabb. Ez a transzporter az, amely felel6s az ezen a terlleten el6forduld
erésen hiperozmotikus és hipertdnias vérben el6forduld urea gyors transzportjaért. A GLUT-1 a
sejtmikddés szempontjabdl nélkildézhetetlen glikoz felvételéért felel.

Mérési elv:

A mérés alapja az optika denzitas valtozasanak mérése spektrofotométer segitségével. Az optikai
denzitas a fent leirt transzportfolyamatok hatasara bekévetkezd hemolizis kdvetkeztében valtozik. A
részecskekoncentracio (ezesetben a vorosvérsejtek szama) és az abszorbancia kdzétti 6sszefliggést a
Lambert-Beer térvény irja le:

A mérést alvadasgatolt, fizioldgias sdoldatban szuszpendalt patkanyvérrel végezziik. Els6ként desztillalt
vizhez adott vordsvértesteket vizsgalunk, mivel ezesetben a vizbearamlas kdvetkeztében minden vvt.
hemolizal erre az oldatra nullazuk a fotométert. A mérés hitelességének ellendrzése érdekében ezt
kévetben elvégeztiink egy mérést amikor a vvt.-ket fizioldgias s6oldatba tettiik, mivel ezesetben nem
tortént hemolizis mérési hiba elkdvetése nélkil ennél nagyobb denzitasértéket nem kaphatunk. A
méréseket 620nm-en végeztik. A transzportsebbesség meghatarozasa érdekében a kbvetkezd mérési
feladatok soran meghatarozott id6kdzonként vizsgaltuk a denzitast, igy megkapva a denzitasvaltozasokat.
Ez aranyos az el6bbi térvény értelmében az adott vvt. szammal, amely csdkkenése idéegységenként a
transzportsebességektdl fligg.



1. Glicerin 300mM
Az oldat izozmotikus és hypotonias, ezért benne a vvt-k hemolizalnak, igy a denzitas értéke csokken.
Ennek oka, hogy a bearaml6 glicerint viz is kdveti. De 30mp utdn mar szamottev valtozas nem
lathato.

2. Glicerin 300mM + 30 uM CuSOQs4
Mivel a CuSO4 gatolja az aquaporinokat ezért nem kdvetkezik be hemolizis. A mérést azért csak 20
secundumig végeztik, mivel jelentékeny véltozast nem tapasztaltunk a denzitasban a 15 as 20sec
értékek kozott.

3. Mikor 1 perc eltelte utan EDTA-t adunk az oldathoz amely komplexet képez a gatl6 rézionokkal a
denzitas hirtelen nagyaranyu csdkkenésbe kezd, 40secundum alatt kdzel negyedére csdkken.

4. Urea 300 mM
Az UT-B transzporterek hatasara vvt.-k gyorsan felveszik az ureat, mely kdvetkeztében a vele
parhuzamosan bearaml6 viz gyors hemolizist okoz. Gyakorlatilag 10 masodperc utdn szamottevd
valtozas mar nem tapasztalhaté. A denzitas alapjan az 6sszes vvt hemolizalt.

5. Glukéz 300mM
A GLUt-1 transzporter hatasara varhatdéan bekévetkezd hemolizist adataink nem tikrézik. Adataink
alapjan a vordsvérsejtek érintetlenek maradnak.

6. ,7.,8. mérés a nem ionos-diffizié folyamatat mutatja be.
A 6. mérés soran a szuszpenziéhoz adott amménium-klorid hatasara hemolizis jatszédik le. Azonban
mivel az intracellularis H+-utanpétlas limitalt, az NHs-transzport egy id6 utan leall. (Az adatfelvételt
ezért csak 1 percig végeztik.
A 7. mérésben a hidrogénion utanpoétlast a karboanhidraz hatasara sejtbe diffundalé szén-dioxid
biztositja igy ezesetben tovabb folytatodik a hemolizis. A 80.secundumot kévetd szakaszban jol
lathatd a vvt.-k hirtelen szamcsdkkenése
A 8. kisérletben olyan vérrel végeztiik el a kisérletet, amelyet el6zéleg DIDS-sel kezeltiik, amely a
sejten bellil a bikarbonat-felszaporodast meggatolé Cl-/HCOs- cseretranszporter gatloszere. gy itt az
egy perc utan hozzaadott NaHCOs hatasara csak egy bizonyos szint(i hemolizis jatszodik le, majd az
optikai denzitas stabil értékre all be, mivel a bikarbonat sejten bellli mennyisége géatat szab a tovabbi
anyagaramlasnak.

Kovetkeztetés:

A gyakorlat soran megvizsgaltuk a hemolizist el6idéz6 folyaatokat, megismertiik a tonicitas és az
ozmotikus tulajdonsagok jelentéségét a plazmamembranon keresztili diffuziéban. Megvizsgaltuk bizonyos
csatornak gatlasanak eredményét a transzmembran transzportban.



Eredmeények:

ido (sec) 5 10 15 20 30 40 60 80 100

1.kisérlet 0,4 0,23 0,15 0,07 0,034 0,022 0,011 0,006 0,005
ANEEEE 0,95 0,907 0,88 0,87

3.kisérlet 0,988 0,927 0,888 0,757 0,226
SASECEE 0,03 -0,011 -0,02 -0,022

SEEEE 1,075 1,065 1,075 1,049 1,062 1,115

6.kisérlet ERIREIS) 1,077 0,988
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