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Bevezetés 

A y-glutamil t r anszpep t idáz (y -GT, EC : 2.3.2.2.) egy olyan, a se j tmemb-
ránhoz k ö t ö t t g l ikoproteid , amely a y-g lu tami l vegyü le t ek y-g lu tami l csoport-
j á n a k aminosavakra , pep t idekre és v íz re való á tv i t e l é t ka ta l izá l ja . 

A y-GT celluláris funkc ió jáva l kapcsola tos vélemények el lentétesek. 
A he tvenes évek elején M E I S T E R és O R L O W S K I ( O R L O W S K I és M E I S T E R 1 9 7 0 , 

M E I S T E R 1 9 7 3 ) í r ták le az ügyneveze t t y-glutamil c ik lus t , amelynek kulcsenzi-
me, a y-GT — a szerzők véleménye sze r in t — az extracel lulár is e r ede tű amino-
s a v a k a t y-glutamil a m i n o s a v k é n t á t is j u t t a t j a a s e j t m e m b r á n j á n . Azóta szá-
mos, ezen elképzelést b izonyí tó , i l le tve cáfoló ada t l á t o t t napv i lágo t . 

Az 1. ábrán l á t h a t ó , hogy a c ik lus 6 enzime közül csupán egy, a y-GT 
kötődik a p l a z m a m e m b r á n h o z , a t ö b b i 5 a c i top lazmában m u t a t h a t ó ki. A y-
g lu tami l aminosavkén t a m e m b r á n o n á t j u t ó a m i n o s a v a t a y -g lu tami l ciklo-
t r ansz fe ráz szabadí t j a fe l a y-glutamil kötésből. A több i 4 enzim végül is a 
g lu ta t ion regenerá lásához szükséges reakc ióka t ka ta l i zá l j a . Az is kiderül az 
ábrából , hogy a m e n n y i b e n a ke le tkeze t t y-glutamil aminosav n e m szolgál y-
glutamil donorként egy következő a m i n o s a v s z á m á r a , akkor m i n d e n molekula 
aminosav t r a n s z p o r t j á r a — a g lu ta t ion reszintézis energet ikai igénye mia t t — 
3 molekula ATP t e rminá l i s foszfát kö té sének az ene rg iá ja ford í tód ik . 

A ciklus létére, működésére u t a l az a t ény , hogy a c ik lusban szereplő 
enzimek — főként h isz tokémiai r eakc iókka l — o lyan szöveteken, szerveken 
m u t a t h a t ó k ki j e l en t ékeny ak t iv i tássa l , ahol az aminosavak t r a n s z p o r t j a is 
k iemelkedően intenzív, í g y : 

— a vese e lsőrendű k a n y a r u l a t o s csatorna kefeszegélyének mikrovil lusai-
ban , rendszer in t a csúcsokon koncen t rá lva , (MARATHE és mtsa i 1979, 
S Z E W C Z U K és m t s a i 1 9 8 0 ) , 

— a vékonybé lbo lyhok kefeszegélyének mikrovi l lusa iban (MARATHE és 
mtsa i 1 9 7 9 , S Z E W C Z U K és m t s a i 1 9 8 0 ) , 

— a choroid p l exus epitél s e j t j e i b e n (OKONKWO és mtsai 1974). 

A y-glutamil c iklus létének k ö z v e t e t t b izony í t ékakén t számos fiziológiai 
kísérlet , ill. klinikai megfigyelés szolgá lha t (összefoglalás: M E I S T E R és T Ä T E 
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( t ranszpor tá landó a m i n o s a v ) 
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1. ábra. A y-glutamil-ciklus 

1 9 7 6 ) . N é h á n y k ö z ü l ü k : Aminosav tú l terhelés ese tén a vese g lu t a t i on sz in t je 
csökken, t u rnove re megnő, je lezve, hogy összefüggés van az a m i n o s a v reab-
szorpció és a g lu ta t ion vesében j á t s z o t t szerepe k ö z ö t t ( G R I F F I T H és mtsa i 1 9 7 9 ) . 

A m e n n y i b e n a t r anszpep t idáz a k t i v i t á s á t a t r anszpep t idác ió t gá t ló maleá t 
a d á s á v a l a g lu ta t ion hidrolízise i r á n y á b a to l juk el, aminosavur ia lép fel ( T Ä T E 

és M E I S T E R 1 9 7 4 ) . Ez a megfigyelés m á r egy közve t lenebb b izony í t éko t szolgál-
t a t a y-GT-nek az aminosavak reabszorpc ió jában be tö l tö t t szerepére . A vese a 
j e lze t t meth ionin-szu l fonná l (a g l u t a t i o n szintet izáló rendszer egyik kompe t i t í v 
inh ib i to ra ) kétszer t ö b b y-g lu tami l -meth ion inszu l fon t képes fe lvenni . Ez a 
, , többle t" - fe lvé te l a y-glutamil t r a n s z p e p t i d á z szelekt ív inh ib i to ra iva l nagy-
m é r t é k b e n gá to lha tó ( G R I F F I T H és m t s a i 1 9 7 9 ) . 

H a a y-glutamil-ciklus egy később i reakciót katal izáló t a g j á t , az 5-oxo-
prol ináz t gá to l juk , az 5-oxoprol in mennyisége megnő , aminosav terhelés u t á n 
pedig sokkal n a g y o b b koncen t rác ió t ér el ( O R L O W S I Í I és W I L K 1 9 7 5 ) . Az 5-oxo-
prol in fe lha lmozódása o lyan p e p t i d e k adása u t á n is megf igyelhe tő , amelyek 
nein közvet lenül s zubsz t r á t j a i az 5-oxoprol in keletkezését ka ta l i zá ló y-gluta-
mi l -c ik lo t ranszferáznak . E pep t idek á t a l a k u l á s á b a n a y-GT h a t á s a az elsődleges 
( O R L O W S K I é s W I L K 1 9 7 6 ) . 

A ciklust é r in tő enz imopá t ia is veze the t az 5-oxoprol in f e lha lmozódásá ra . 
Örök lö t t oxopro l inur i ában szenvedő betegek v izsgála ta során k ide rü l t , hogy 
sze rveze tükben a g lu t a t i on sz in te táz enzim szint je igen alacsony. A ciklusban a 
g lu t a t i on keletkezését megelőző y-glutamil -c isz te in fe lszaporodása megnöveli 
az 5-oxoprol in t sz inte t izá ló y -g lu tami l c iklot ranszferáz a k t i v i t á s á t , amely a 
d i p e p t i d e t (mint egyik legjobb s zub sz t r á t j á t ) 5-oxoprol inná a l ak í t j a á t 
( M E I S T E R é s T Ä T E 1 9 7 6 ) . 
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Mindezen megfigyelések a y-glutamil-ciklus lé té t és az aminosav t ransz -
p o r t b a n j á t s z o t t szerepét t á m a s z t o t t á k alá. Nem lehet célunk e dolgozat kere-
t én belül az u tóbbi é v e k b e n k i b o n t a k o z o t t vi ta részletes ismerte tése , de n é h á n y 
fontos el lenvetésre mégis szeretnénk fe lh ívni a f igye lmet . 

INOUE és mtsai (1977) számol tak be először arról , hogy a y-GT m e m b r á n -
ban a sz immet r ikusan , kizárólag a s e j t közö t t i t é r felé or ien tá l tan he lyezkedik el, 
amely megfigyelés a m e m b r á n o n keresz tü l t ö r t é n ő t ranszlokációt kata l izáló 
ha t á s ellen szól. 

E L C E és B R O X M E Y E R ( 1 9 7 6 ) m a j d M C I N T Y R E és C U R T H R O Y S ( 1 9 7 9 ) a 
y-GT t r anszpep t idá ló és hidrol i t ikus ak t iv i t á sáva l foglalkozva megá l l ap í to t t ák , 
hogy a vesecsa to rnácskákban u r a l k o d ó koncentrác ió- és pH-v i s zonyoknak 
á l t a luk vá l a sz to t t mode l l j e szerint az enzim ka t a l i t i kus s a j á t s á g a i közül a 
hidrolízis dominál . 

Ű j a b b kísérleti e redmények ( H E I N L E és W E N D E L 1 9 7 7 , M A M E L O K és 
mtsai 1 9 8 0 , S O C H O V és m t s a i 1 9 8 0 ) is e l len tmondásossá t e t t é k a t r a n s z p e p t i d á z 
lokal izációjával k a p c s o l a t b a n k o r á b b a n k ia lak í to t t egyér te lmű k é p e t , mer t a 
ciklus enz imei t egymássa l nem összemérhető mennyiségben a kefeszegély 
m e m b r á n t ö b b i t r anszpo r t á ló rendszeré tő l e lkülöní tve sikerült izolálni. 

S C H U L M A N és m t s a i ( 1 9 7 5 ) egy o lyan betegről számol tak be, aki szinte 
tel jes y-GT hiánya el lenére tel jesen normál i s aminosav anyagcserével rendel-
keze t t , vizeletében csak az ür í te t t g lu t a t i on mennyisége volt kó rosan magas . 

1977-től nap ja ink ig számos elképzelés szüle te t t ezen e l l en tmondások fel-
oldására ( O S U J I 1 9 8 0 , A N D E R S O N és m t s a i 1 9 8 0 ) , a z o n b a n kielégítő magya ráza -
to t m i n d ez idáig n e m sikerül t adni . E t i sz táza t l an helyzet t e t t e szükségessé, 
hogy a y -GT funkc ió j á t az eddigiektől eltérő módszerekkel v izsgá l juk . Ezek 
egyike mesterséges m e m b r á n b a , l iposzómába búépí te t t y-GT f u n k c i ó j á n a k , 
t r anszpo r t á ló képességének l a b o r a t ó r i u m u n k b a n jelenleg folyó v izsgá la ta . 

A y-glutamil t r anszpep t idáz m e m b r á n b ó l való e lkülöní tésének, szolubili-
zá lásának a lapve tően k é t mód ja i smere tes . Az egyik azt a t é n y t haszná l j a ki, 
hogy az enzimet egy viszonylag kicsi, 52 aminosava t t a r t a l m a z ó hidrofób 
pept idrész le t rögzíti a m e m b r á n h o z (MATSUDA és mtsa i 1980/b.), a m e l y papa in-
nal sze lekt íven emész the tő . A másik módszerrel detergensek, leg többször Na-
dezoxikolá t segítségével a m e m b r á n t egészében szolubil izál juk. Mi ezen u tóbb i 
u t a t k ö v e t t ü k , hiszen az enzim mesterséges m e m b r á n b a való épí téséhez szük-
ségünk vol t a hidrofób pept idrész le t re is. 

M e m b r á n e n z i m e k n e k eredeti l ip idkörnyeze tükbe való visszaépítésére 
( rekons t rukció jára) , i l le tve mesterséges m e m b r á n b a való beépí tésére szintén 
két a l a p v e t ő módszert í r t a k le. Az egyik módszer szerint a l iposzómák készíté-
sére szolgáló klasszikus e l já rás t a l ka lmazzák : a foszfolipidekből m e m b r á n f e h é r -
jék je len lé tében u l t r ahangga l á l l í t ják elő a l iposzómákat . A más ik módszer t 
R A C K E R ( 1 9 6 6 ) dolgozta ki a h a t v a n a s évek elején. E n n e k lényege, h o g y először 
a m e m b r á n e n z i m e t és a l ip idmoleku láka t detergenssel ( legtöbbször Na-ko lá t -
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t a l ) szolubi l izál ják, m a j d a de tergens e l t ávo l í t á sá ra a keveréke t lassú dialízisnek 
ve t ik alá. A módsze r egy más ik vá l t oza t a szer in t a detergens e l távol í tása 
Sephadex gélszűréssel t ö r t én ik . A kü lönböző módsze rek h á t r á n y a i t mér legel tük 
(a szonikálásnak az enz imet káros í tó ha tá sa , a kísérlet i k ö r ü l m é n y e k definiál-
h a t a t l a n s á g a , f é m n y o m o k min t szennyezők, N.. a tmoszfé ra , i l letve időigényes-
ség: ú j a b b , nehezen e l t ávo l í t ha tó szennyező k o m p o n e n s — Na-kolá t — bevi te le 
a rendszerbe s tb . ) és ezért más u t a t v á l a s z t o t t u n k . 

Már régebben is á l l í to t t ak elő l i poszómáka t ügy , hogy az e t a n o l b a n oldot t 
l ip idet gyorsan k e v e r t e t e t t vizes közegbe f ecskendez ték ( B A T Z R I és K O R N , 1 9 7 3 , 

K R E M E R és m t s a i 1 9 7 7 ) . K í sé r l e te inkben ilyen módszer re l e lőál l í to t t l iposzómá-
b a ép í t e t t ük be a y-GT-t . Az enz imet vagy a puf fe ro l t vizes közeg (0.1 M 
T R I S HCl - p H 8,5 - , 0,15 M NaCl , 10 mM MgCE,, 3 mM NaN 3 ) t a r t a l m a z t a , 
v a g y utólag a d t u k hozzá a kész l iposzómákhoz . Az a d o t t koncent rác ióv iszonyok 
mel le t t (11 v / v % etanol) az e tano l a y-GT-t s z á m o t t e v ő m é r t é k b e n nem dena-
t u r á l t a . 

L i p o s z ó m á k n a k , min t m e m b r á n m o d e l l e k n e k a haszná la ta számos előny-
nye l rendelkez ik : 

— az in vivo k ö r ü l m é n y e k e t sokkal i n k á b b megközel í tő k ö r n y e z e t b e n 
he lyezzük el a vizsgál t enz imet , 

— jó n é h á n y f iz ika i t u l a j d o n s á g ( fáz isá ta lakulás i pon t , u l t ra ibo lya (UY) 
s p e k t r u m , e lekt ron-spin rezonancia ( E S R ) , d i f ferenciá l -kalor imetr ikus 
(DSC) v izsgá la tok s tb . ) mérésére nyí l ik lehetőség, 

— és végü l a t r a n s z p o r t f o l y a m a t o k v izsgá la ta s z e m p o n t j á b ó l d ö n t ő 
fon tos ságú előny az enzim-l iposzóma k o m p l e x k o m p a r t m e n t a l i z á l t -
sága, a m e l y a lipid ke t tő s r é t egnek a s z u b s z t r á t o k s z á m á r a való á t j á r -
h a t a t l a n s á g á b ó l f a k a d . (E megál lap í tássa l a köve tkezőkben részlete-
sebben fogla lkozunk. ) 

M u n k á n k során , amely az i t t közölt k í sér le teken kívül a t r a n s z p o r t -
sa j á t ságok , a l iposzómák UV s p e k t r u m a és DSC görbéi v izsgá la tá ra is k i t e r j ed , 
ezeket az e lőnyöke t k í v á n j u k hasznos í tan i . 

E redmények 

Bizonyítékok a y-GT membránba való integrális beépülésére: A y-GT lipo-
s z ó m á k b a való beépí tésével eddig ké t m u n k a c s o p o r t fogla lkozot t . H U G H E Y és 
mtsa i (1979) a k ö v e t k e z ő b i zony í t ékoka t soro l ta fel az in tegrál is beépülés 
mel le t t : e g y ü t t m o z g á s Sepharose 4 B oszlopon l ineár is cukorgrad iensen , i l letve 
tö ré spon t az enz im Arrhen ius d i a g r a m j á b a n a dipalmitoi l - leci t in f áz i sá t a l aku lá -
si p o n t j á n á l . 
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S I K K A és K A L R A ( 1 9 8 0 ) a l i p o s z ó m á k a t (a k e v é s b é d e f i n i á l t 1 i i ü l m é n y e -
k e t b i z t o s í t ó ) u l t r a h a n g o s keze l é s se l á l l í t o t t á k e lő , a b e é p ü l é s t a ; t n z i m a k t i v i -
t á s és a l i p o s z ó m á k e g y ü t t m o z g á s a a l a p j á n t é n y k é n t f o g a d t á k e l . 

Mi a f e n t i , b i z o n y í t ó e r e j ű k í s é r l e t e k k ö z ü l a S e p h a r o s e 4 В g é l s z ű r é s t és 
az A r r h e n i u s d i a g r a m f e l v é t e l é t v é g e z t ü k el . E z e k r ő l és az i n t e g r á l i s b e é p ü l é s t 
b i z o n y í t ó k é t t o v á b b i e r e d m é n y r ő l a z a l á b b i a k b a n s z á m o l u n k b e . 

Együttmozgás Seplmrose 4B oszlopon 

A y - g l u t a m i l t r a n s z p e p t i d á z t a T Ä T E és M E I S T E R ( 1 9 7 5 ) á l t a l k i f e j l e s z t e t t 
m ó d s z e r a l a p j á n p a t k á n y v e s é b ő l i z o l á l t u k . A b e é p ü l t e n z i m m e n n y i s é g e t a b e 
n e m é p ü l t t ő l e g y 1 , 5 X 4 0 c m - e s S e p h a r o s e 4 B o s z l o p o n t ö r t é n ő g é l s z ű r é s s e l 
v á l a s z t o t t u k el (2. á b r a ) . 

- 1 0 0 

cn 
-Cl 

с 
-41 

10 15 20 25 

F r a k c i o s z a m 

2. ábra. y-glutamil transzpeptidáz beépülése tojáslecitin liposzómába, A Sepharose 4B gélszűrés 
szokásos elúciós profiljai: A ) enzimmentes liposzóma, В) liposzómákat nem tar ta lmazó y-GT, 
C) az elúciós profil beépítés után. Az enzim-liposzóma komplex készítésekor használt közeg 
(4 nd) 0,15 M NaCl, 10 mM MgCl,, 0,1 M T R I S H C 1 (pH 8,5) és 3 mM NaN 3 t a r t a lmú . 5—10 
perces kevertetés után in jek tá l tuk az 1 jíg-nyi 50 U/mg fajlagos aktivitású enzimet tartalmazó 
pufferbe a 0,5 ml etanolban oldott 50 mg tojáslecitint. Az etanol eltávolítására a keletkezett 
liposzómákat 4 °C-on 5 órán á t 10x50 ml ugyanilyen összetételű puffer ellenében dializáltuk. 
Az enzim aktivitásának meghatározására szolgáló reakcióelegy (1 ml): 0,15 M NaCl, 10 mM 
MgCl,, 0,1 M T R I S H C 1 ( p H 8,2) 50 mM GlyGly és 4 mM y-Glu-p-nitroanilid. Az inkubálási 
idő 37 °C-on 30 perc volt, a reakciót 0,5 ml 20%-os TCA-val ál l í tottuk le. A 405 nm-en történő 
extinkciómérés előtt 1 ml 1 M TRIS oldat ta l állí tottuk vissza a pH- t 8 körülire. A liposzómák 

közelítő mennyiségét 530 nm-en tö r t énő fényszóródásméréssel határoztuk meg 
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Mér tük az egyes (kb . 1 ml-es) f r akc iók y-GT ak t iv i t á sá t és fényszóróképes-
ségét . Az enz im l iposzómába épülésének mér tékéü l a l iposzómákkal együt t -
mozgó e n z i m a k t i v i t á s n a k az összakt iv i tás ra v o n a t k o z t a t o t t % - o s mér téké t 
v á l a s z t h a t t u k , mivel az a lka lmazo t t enz immennyiség összakt iv i tása a beépülés 
so rán vá l t oza t l an m a r a d t . L á t h a t ó , hogy a te l jes e n z i m a k t i v i t á s n a k kb. 1/4-e 
(26,5 i 1 ,5%) volt a l iposzómákka l azonos helyen de t ek tá lha tó . 

5,0 

i 
э 3,0 
E 
s 

2,0 
l/l 

- ö 

% 1,0 

I-
0 
1 

0,5 

3. ábra. A transzpeptidáz akt ivi tásának hőmérsékletfüggése. Az enzim 1%-os TRITON-X-lOO-
as oldatában ( О — O) , az 1%-nyi TRITON-X-lOO-zal szolubilizált enzim-liposzóma 

komplexben ( x — • — X), az enzim-liposzóma komplexben (О O) 

Arrhenius diagram felvétele 

A 3. á b r á n a to jás lec i t inből készül t l iposzómába épült enz im Arrhenius 
d i a g r a m j á b a n 12 —13 °C körül t ö r é s p o n t f igye lhe tő meg. I lyen törés sem a 
beépí te t len ( „ s z a b a d " ) 1%-os T R I T O N X-100-zal szolubilizált enz immel , sem 
az előállítás u t á n ugyancsak 1 % - n y i T R I T O N X-100-zal szolubil izált enziin-
l iposzómával nem m u t a t h a t ó ki . A tö réspon t helye jól m a g y a r á z h a t ó a tojás-
leci t innek az oldatbel i Mg 2 + ionok (10 raM) által megemel t fáz isá ta lakulás i bő-
m é r s é k l e t t a r t o m á n y á v a l (MONTAL 1976). Az 1. t á b l á z a t a d a t a i b ó l l á tha tó , 
hogy a kü lönböző m i n t á k vizsgála ta során k a p o t t akt iválás i energ ia ér tékek 
igen közel esnek egymáshoz . Ez alól csak a l iposzómába ép í t e t t enzim ál tal 
ka ta l izá l t f o l y a m a t n a k a f áz i s á tmene t a la t t i (5 —10 °C közöt t i ) akt iválási 
energiá ja kivétel , amely a többiné l sz ignif ikánsan n a g y o b b . Mindezen eredmé-
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1. táblázat 

A y-glutamil transzpeptidáz által katalizált reakció aktiválási energiája 

Kísér- H ő f o k - Aktiválási energia Fázis-
letek Enzim t a r t o m á n y Korreláció átalakulás 

száma °C (kJ/M) (kcal/M) hőmérséklet 

2 y-GT 1% TRITON-ban 5—40 55,3 ±3 ,1 13,1 0,996 
4 y-GT Iiposzómában 5—10 70,8 ±6,0 16,8 0,998 12,8 
4 

y-GT Iiposzómában 
15—40 54,0 ±4,2 12,0 0,996 

y-GT Iiposzómában + 1% 
2 TRITON 5—40 47,3 ± 4 , 3 11,2 0,999 — 

(A közölt adatok átlagértékek 95%-os konfidenciaszintű eltérésekkel.) 

nyék nagymér tékben , igazol ják , h o g y a t r anszpep t idáz integrál isán épül t be a 
l iposzómába . 

A képződött komplex megbontása hipertóniás közeg segítségével 

E l s ő k é n t monolayereken végze t t kísérletek a l a p j á n i smer ték fel , hogy a 
l ip id- fehér je kö lcsönha tásnak két összetevője v a n (összefoglalás: G E N N I S és 
J O N A S 1 9 7 7 ) : 

— Elek t ro sz t a t i kus jellegű e r ő k a fehérje h idrof i l csopor t ja i és a lipid-
molekulák f e j c sopor t j a i k ö z ö t t léphetnek fel . Ez a kölcsönhatás i mód 
reverzibilis, a p H és az ionerősség vá l toz t a t á sáva l megszün t e the tő . 

— Hidrofób je l legű kölcsönhatás pedig a f e h é r j é k h idrofób régiói és a 
l ip idmolekulák szénhidrogén láncai közöt t j ö h e t létre. A kö lcsönha tás 

— k ia l aku lá sának egyik a l a p v e t ő feltétele a l ipidrétegbeli h ibahelyek 
(„rések") l é t e , ahová a f e h é r j e hidrofób oldalláncai beéke lődhe tnek . 
E z a kö lcsönha tás irreverzibilis, csak a l ip id ke t tősré teg (pl . detergens-
sel tör ténő) megbon tása e se t én szün te the tő meg. 

A f e n t i meggondolások a l a p j á n p róbá l tuk megha tá rozn i , b o g y a t ransz-
pep t idáz és a lipid ke t tő s r é t eg kö lcsönha tásakor mi lyen erőkkel s z á m o l h a t u n k , 
vagy másképpen , h o g y a t r anszpep t idáz döntően e l ek t rosz ta t ikusán , azaz peri-
fér iá l isan, vagy h id ro fób kö lcsönha tások segítségével, azaz i n t eg ránsán kötődik 
a m e m b r á n h o z . 

E kérdés t a m á r ko rábban egybeép í t e t t enzim-l iposzóma k o m p l e x elek-
t r o s z t a t i k u s , ill. h i d r o f ó b (detergenssel szembeni) s t ab i l i t á sának v izsgá la táva l 
ind i rek t módon vá l a szo lha t juk meg . Amenny iben a m e m b r á n f e h é r j e a meg-
növel t ioncrősség, v a g y a m e g v á l t o z t a t o t t p H h a t á s á r a a m e m b r á n t ó l elválaszt-
ha tó , a k k o r perifériális, azaz dön tően e lek t rosz ta t ikus jellegű kö tődés rő l beszél-
h e t ü n k . A m e n n y i b e n azonban az elválasztás csak detergensek segítségével 
va ló s í t ha tó meg, a kö tődés i n t eg ráns , azaz d ö n t ő e n hidrofób jel legű volt . 
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Mivel a t r a n s z p e p t i d á z izoelektromos p o n t j a kb . p H 4 — 5 körül van 
( M A T S U D A 1980a) és ha a közeg p H - j á t ez alá c s ö k k e n t j ü k az enz im inakt iváló-
dik, az enzim-l iposzóma komplex e lek t rosz ta t ikus s tabi l i tásá t ny i lvánva lóan 
csak az ionerfísség v á l t o z t a t á s á v a l t u d t u k vizsgálni . 

Kísé r le te inkben 0,6, illetve 1,1 mólos végkoncen t rác ió jú NaCl oldatot 
haszná l tunk e lek t ro l i tkén t , az ily m ó d o n megnövel t ionerősségű o lda tokban az 
enzim-l iposzóma k o m p l e x e t 37 °C-on 30 percen á t i nkubá l t uk . A l iposzómákat 
és az esetlegesen „ l eo ldo t t ' enzimet 1 mólos szacharóz oldatra t ö r t é n ő rétegzés-
sel és az ezt köve tő u l t r acen t r i fugá lássa l (75 000 g, 30 perc, 15 °C) vá l a sz to t t uk 
el. A cent r i fugá lás során a megado t t kísérleti f e l t é te lek be ta r t á sá ra ügyelni kell. 
ugyanis pl. 90 000 g fe l e t t és 10 °C a l a t t — fáz isá ta lakulás i pon t ! — az elválás 
k i fe jeze t ten rosszabb. A cen t r i fugá lás t ilyen k ö r ü l m é n y e k k ö z ö t t végezve a 
l iposzómák az 1 mólos szacharóz o lda t ha t á r f e lü l e t én vékony ré t ege t a lkotva 
helyezkednek el. 

A cen t r i fugá lás u t á n az 1 mólos szacharóz o l d a t és a l iposzómák vékony 
rétege felet t képződő fe lülúszóban m é r t ak t iv i tás n e m m u t a t o t t különbséget az 
„elektrol i t n é l k ü l " lecent r i fugál t m in t ához képes t . Mindkét e se tben az össz-
ak t iv i t á snak k b . I 0 % - a volt mérhe tő a fe lü lúszóban, t ehá t a y -g lu tami l t ransz-
pept idáz megnövel t ionerősség segítségével nem t á v o l í t h a t ó el a l iposzómáról , 
ami erősen a l á t á m a s z t j a beépülésének hidrofób je l legét . 

A képződött komplex megbontása detergens segítségével 

A fen t ieken k ívül a beépülés in tegráns v o l t á n a k további b izonyí tékakén t 
f o g a d h a t j u k el az enzim-l iposzóma komplex T R I T O N X-100-zal t ö r t é n ő foko-
zatos m e g b o n t á s á n a k v izsgála takor k a p o t t e r edményeke t . A l iposzómák degra-
dációjá t fényszóródásmérésse l v izsgál tuk . Mivel az oldat l ip idkoncent rác ió ja 
elég kicsiny — 0,8 mg/ml — vol t , a l iposzómák h íg í tásáva l e t a r t o m á n v b a n a 
fényszóróképesség közel l ineárisan vál tozik . 

A kü lönböző koncen t rác ió jú T R I T O N X-100-a t t a r t a l m a z ó liposzóma 
szuszpenziót a fényszórás é r t ékének megha tá rozása u tán lecen t r i fugá l tuk 
(75000 g, 30 perc, 15 °C) m a j d m e g h a t á r o z t u k a fe lülúszóban megje lenő „fel-
s z a b a d u l t " enzim a k t i v i t á s á t . A 4. á b r á n l á tha tó ak t iv i t á sé r t ékek az összaktivi-
t á s és a fe lü lúszóban mér t ak t iv i tás különbségének az összakt iv i tásra vonatkoz-
t a t o t t %-os ér tékei , ame ly a l iposzómákhoz k ö t ö t t e n marad t a k t i v i t á s t je lent . 
Lá tha tó , hogy a l iposzómához k ö t ö t t enzim a k t i v i t á s a és a fényszóróképesség 
az a lka lmazot t TRITON-X- lOO koncent rác ió függvényében p á r h u z a m o s a n 
csökken a fényszórásmérés során t a p a s z t a l t kezde t i m a x i m u m t ó l e l tekintve. 
Lzt a m a x i m u m o t valószínűleg a TRITON-X- lOO molekulá inak a s a j á t kri t ikus 
inicellaképző koncen t r ác ió juk (0 ,016%, R O B I N S O N és T A N F O R D 1975) — 
ala t t i , l iposzómákba t ö r t é n ő „ b e f ú r ó d á s a " és ezá l ta l a l iposzómák méretének 
megnövekedése okozza (5. ábra) . 
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Ez t a m a g y a r á z a t o t t á m a s z t j á k alá F u és L A U G H L I N (1980) anal i t ikai 
u l t r acen t r i fugás és fényszóródásméréses kísérletei is, amelyekben hosszú szén-
láncú de te rgenseknek ( s a j á t micel laképző kr i t ikus koncen t r ác ió juk alatt i) 
l iposzómákhoz való adszorpc ió já t b i z o n y í t j á k . 

о 

:0 
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 

Triton X-100 koncentráció / • / • v /v / 

4. ábra. A képződött enzim-liposzóma komplex fokozatos megbontása TRITON-X-lOO 
detergenssel 

5. ábra. A TRITON-X-lOO detergens liposzómákkal való kölcsönhatása a detergens saját 
kritikus micellaképző koncentrációja (0,016%) alat t (Feltételezett modell) 

Beépülés előzetesen elkészített liposzómába 

Az enzim-l iposzóma komplex s tab i l i t á sának vizsgálata s o r á n kapo t t 
e r edmények arra u t a l n a k , hogy a beépülés során az enzim h idrofób része kap-
csolódot t a l i p i d m e m b r á n hidrofób régiójával . Monolayereken v é g z e t t kísérle-
tekből viszont i smer t , hogy az ilyen t í p u s ú kö lcsönha tások a különfé le fehér jék 
és a kész monolayer k ö z ö t t spontán is l é t re jöhe tnek . Analógiát fe l té te lezve ezzel 
az enz im beépülésének mértékét o lyan kísérleti kö rü lmények k ö z ö t t vizsgál tuk 
meg, a m i k o r utólag a d t u k a y-GT-t a m á r előzetesen elkészítet t l iposzómákhoz. 
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Eredménye ink szer int 37°C-on 30 perc alat t a to jás lec i t in—liposzómákhoz a d o t t 
enz imak t iv i t á snak k b . 1/5-e ( 1 8 % ) ; 120 perc u t á n kb . 1/4-e ( 2 3 % ) épült be a 
l iposzómákba a Sepbarose 4B oszlopon t ö r t é n ő elválasztás a l ap j án . H a az 
i nkubá l á s t dimirisztoi l foszfat idi l -kol in (DMPC) vezikulákkal különböző hő-
mérsékle ten sz in tén 30 percig végez tük , a beépü l t enz imak t iv i t á s igen n a g y 
m é r t é k b e n f ü g g ö t t a hőmérsék le t tő l (2. t áb láza t ) . Lá tha tó , b o g y a beépülés a 
D M P C fáz isá ta lakulás i p o n t j á n (23 °C) a l egnagyobb mér tékű . 

2. táblázat 

A y-glutamil transzpeptidáz DMPC liposzómákba való beépülésének 
mértéke különböző hőmérsékleten 

A beépí tés A beépült enz imakt iv i tás 
hőmérséklete % - o s é r t - k e 

1 0 °c 6,2 ±2 ,9% 
23 °C 28,9 ±3 ,3% 
35 °C 14,0 ±2 ,8% 

A kísérleti körülmények hatása a beépülés mértékére 

Vizsgál tuk a kísérleti k ö r ü l m é n y e k v á l t o z t a t á s á n a k a beépülés mér tékére 
gyakoro l t h a t á s á t . A detergens je lenlé tének, az eme l t magnéz iumion koncent-
r ác iónak és a s zubsz t r á t je len lé tének ha tásá t a beépü l t enzim mennyiségére a 
3. t á b l á z a t b a n t ü n t e t t ü k fel. 

3. táblázat 

A y-glutamil transzpeptidáz liposzómába épülésének mértéke különböző közegekben 

A beépítéskor a lka lmazo t t A beépü l t enzimaktivi tás 
közeg %-os mértéke 

a. Kontroll 26,5 ±1 ,5% 
b. Kontroll ± 0,001% 

TRITON-X-lOO 35,7 ±1 ,3% 
c. Kontroll ± 10 mM Mg + + 40,9±1,2% 
d. Kontroll ± 40 mM glutation 25,6 ±3 ,2% 

(Kontroll: 0.1 M TRIS HCl — pH 8,5 —, 0,15 M NaCl, 10 mM MgCl2, 3 mM NaN3.) 

A b. esetben a lka lmazo t t TRITON-X- lOO koncent rác ió messze a kr i t ikus 
micel laképző koncen t rác ió (0,016%) és még messzebb a detergens l iposzómákat 
m e g b o n t ó (0,1%) koncen t rác ió ja a l a t t van (ld. 4 . ábra) . Az o l d a t b a n lévő 
TRITON-X- lOO moleku lák az 5. á b r á n b e m u t a t o t t h o z hasonlóan a membrán 
szerkezetében h ibahe lyeke t generá lva k ö n n y í t h e t t é k meg a beépülés t . A deter-
gens esetleg az enzim aggregác ió jának további v i sszaszor í tásában is szerepet 
j á t s z o t t . 
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A c. ese tben pedig, a m i n t erre S. R A Z I N (1972) m á r régebben r á m u t a t o t t , 
a Mg ionok a foszfat idi lkolin részek fosz fá t c sopor t j a i és az enzim k ö z ö t t ionos 
hidat a l k o t v a segí the t ték elő a beépülés t . A d. pontbe l i e redmény a r r a u t a l , 
hogy a s zubsz t r á t kö tődése a beépülés m é r t é k é t nem befolyásol ja . 

A k i a l aku l t enzim-liposzóma k o m p l e x a kísérleti körü lmények közöt t 
igen s t a b i l n a k m u t a t k o z o t t : a Sepharose 4 B gélszűrés segítségével e lvá lasz to t t 
euzim-l iposzóma k o m p l e x t ö b b napos 4 °C-on tör ténő t á ro lá s és ú jból i Sepharo-
se 4B-n t ö r t é n ő gélszűrés u t á n u g y a n a k k o r a enz imak t iv i t á s t t a r t a l m a z o t t , m in t 
az első gélszűrés u t á n . (Azaz „ l e v á l t " enz imakt iv i t á s n e m volt észlelhető.) 

A y-glutamil transzpeptidáz orientációja liposzómákban 

E k é r d é s t eddig a papa inna l való szelekt ív emészthetőség n y o m o n k ö v e t é -
sével t a n u l m á n y o z t á k . Beb izonyosodot t , hogy a l iposzóma membránhoz k ö t ö t t 
tel jes y-GT akt iv i tás e l t ávo l í tha tó az enzim-l iposzóma komplex p a p a i n n a l tör-
ténő emésztésével . ( T S A O és C U R T H R O Y S 1 9 8 0 ) . Az így szolubilizált enz im össz-
ak t iv i tása a kezdeti , m e m b r á n h o z k ö t ö t t összakt ivi tással pontosan megegyezik . 
A p a p a i n n a l emészte t t enzim l iposzómákba való beépülésre képtelen (HUGHEY 
és mtsa i 1 9 7 9 ) . Az enzim or ientációjá t a l i p i d m e m b r á n b a n a detergens nélkül 
és a n n a k je lenlé tében végze t t enz imakt iv i tás -mérés összehasonlí tása a l ap j án 
t a n u l m á n y o z t u k , k i indu lva abból, h o g y a lipid ke t tős ré t eg a v ízo ldékony 
szubsz t r á tok számára á t j á r h a t a t l a n . S a j á t k ísér le te inkben r ad ioak t ív foszfá t , 
tr iciált G D P és szukcinát fe lhaszná lásáva l b i zony í to t tuk be, hogy az á l t a lunk 
készí te t t l iposzómák és impermeabi l i sek a vízoldékony vegyüle tekre . 

H a a y-GT a k t i v i t á s á n a k mérését sértet len l iposzómákkal végezzük , a 
s z u b s z t r á t k ö t ő c e n t r u m u k k a l a l iposzómák belseje felé or ien tá l t enzim moleku-
lák i n a k t í v a k m a r a d n a k . A másik t í p u s ú mérésnél az inkubá lás e lőt t 0 ,5%-os 
végkoncen t rác ió jú TRITON-X-lOO-za l t e t t ü k s z a b a d d á a l iposzómáktó l az 
összes e n z i m e t . Mivel a TRITON-X- lOO akt iváló h a t á s a e lhanyagolha tó (2%) 
a két t í p u s ú mérés köz t i különbség az a k t í v cen t rumo t t ek in tve a s zubsz t r á t 
számára e lérhete t len ( t e h á t „befelé" , „ke re sz tbe" álló, vagy bezár t ) enzim 
mennyiségé t ad j a meg. E különbség 4 — 5 % - n a k a d ó d o t t , t ehá t az enz im zöme 
(95 —96%-a ) „ki fe lé" áll . Ez megegyezik a H U G H E Y és mtsa i (1979) á l t a l ka-
po t t s z in tén 95%-os eloszlással, jó ö s szhangban áll t o v á b b á a l iposzómák által 
az a d o t t kísérleti fe l té te lek mellett b e z á r t t é r fogat (4—8%) a r á n y á v a l is 
( B Á T H O R I G y . nem közöl t adat) . Megjegyzendő, hogy S I K K A és K A L R A (1980) 
hasonló módszerrel csak 75 — 85%-os k i fe lé tö r ténő or ientác ió t k a p o t t , ez egy-
ér te lműen az eltérő kísér le t i kö rü lményeknek t u l a j d o n í t h a t ó . 

A beépülés a r á n y á r a vonatkozó e redménye inke t m á s irodalmi a d a t o k k a l 
( H U G H E Y és mtsai 1979) összevetve f e l t ű n ő , hogy az á l t a lunk vá l a sz to t t mód-
szerrel a detergens-el távol í tásos módszer re l k a p o t t n á l , jóva l k i sebb enzim-
mennyiség épül be a l iposzómába. (HUGHEY és mtsa i 1979 azonos l ip id , sőt 
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10-szeres enz immennyisége t a lka lmazva 100%-os beépülést é r t ek el.) De te rgens 
el távol í tásos módszerre l nemcsak a y-GT, h a n e m a c i tokróm oxidáz, és a 
Na ' -j- K + - A T P á z esetében is közel 100%-os beépülés volt elérhető. Az á l t a -
lunk k a p o t t c sökken t beépülési képességét az enzimnek a de tergens távol lé té-
ben észlelt aggregációja m a g y a r á z h a t j a . Az agg regá tumoka t a detergens a 
formálódó v a g y kész lipid ke t tős ré tegné l j ó v a l h a t é k o n y a b b a n képes megbon-
tan i , s így a beépülés te l jesebbé vá lha t . A j o b b ha tás foko t biztosí tó módsze-
rekkel szemben az in jek tá lásos módszerrel készü l t l iposzómákba való beépí tés 
nagy előnye, h o g y ez az e l j á rás az enzimet igen kevéssé k á r o s í t j a . Ez a spon-
t á n beépülésre ( t ehá t az enz imnek a m á r kész l iposzómához való a d á s a 
során) különösen jel lemző. A s p o n t á n beépülés vizsgálata a l ap j án egyrészt 
lehetőség ny í l ha t a beépítés egy tel jesen ú j , az enzimet legkevésbé káros í tó 
m ó d j á n a k kifej lesztésére, másrész t azonban lehetséges, hogy á t kell é r t éke lnünk 
az enzim beépülésének mechanizmusáró l a l k o t o t t eddigi i smere te inket . 

K ö n n y e n elképzelhető ugyan i s , hogy a l iposzómák keletkezése során az 
enzimnek csak egy t ö r t része épül be a l ip id-vezikulába és a m a r a d é k a hosszas 
dialízis során s p o n t o n ékelődik be a lipid moleku lák közé. Elképzelhető az is, 
hogy a beépülés zömében a fáz isá ta lakulás i p o n t o n zajlik le. I t t a h ibahe lyek 
száma igen magas , ami elősegíti a f o l y a m a t o t . A 37 °C-on tö r t énő s p o n t á n 
beépülés v izsgála ta során fe lhasznál t to jás lec i t in l iposzómák gélszűrése 4 °C-on 
t ö r t é n t . í g y lehűlés közben a l iposzómák 10 —12 °C-on lezajló fáz i sá ta laku lása 
b e k ö v e t k e z h e t e t t . N e m kizár t t e h á t a beépülés ily módon való teljessé t é t e l e 
sem. Ezt a fe l té te lezés t t á m a s z t j á k alá a dimirisztoi l-foszfat idi l-kolin (DMPC) 
l iposzómákkal végze t t kísér letek is, ahol a beépülés szintén a fáz isá ta lakulás i 
pon ton volt a l egnagyobb . 

A y-GT ezen t u l a j d o n s á g á v a l eléggé egyedülá l ló a membránenz imek kö-
rében. E s p o n t á n beépülésre va ló ha j l am t a l á n összefüggésbe hozható azon 
ugyancsak a szokásostól eltérő sa j á t ságáva l , h o g y az enzimnek a m e m b r á n h o z 
való rögzítését biz tosí tó h id rofób része a n a g y o b b i k alegység N-terminál is 
részletével azonos ( M A T S U D A és mtsa i 1980a). A B L O B E L és m t s a i (1971) á l t a l 
fe lál l í tot t szignál hipotézis szer int ugyanis a k ivá lasz tásra kerü lő fehér jék és a 
m e m b r á n f e h é r j é k je lentős részének bioszintézise során először egy , ,pre-N-ter-
minál is" részlet keletkezik a m R N S - e n lévő, ú n . „sz ignál" a l ap j án . A kö tő -
helyet fel ismerve és k ia lak í tva t u l a j d o n k é p p e n ez a peptid felelős a kezde tben 
szabad r i b o s z ó m á k n a k az endop lazmat ikus r e t iku lumhoz va ló kötődéséér t . 
A szintézis t o v á b b i szakasza iban az endop lazma t ikus r e t i ku lumon k ia lakul t 
póruson keresz tü l a szintet izálódó fehér je m i n d nagyobb szakasza i kerülnek á t 
a re t iku lum túlsó , ciszternális részére. Membrán fehé r j ék ese tében végül sor 
kerülhe t a n n a k a C-terminális , \ r agy ahhoz közeli hidrofób p e p t i d d a r a b n a k a 
szintézisére, ame ly a fehér jének a membránhoz va ló kötődését a t o v á b b i a k b a n 
b iz tos í t j a ( B L O B E L és S A B A T I N I 1971, B L O B E L és D O B B E R S T E I N 1979, R O T H M A N 

és L E N A R D 1977). 

MTA Biol. Oszt. Közi. 25 (1982) 



y-GLUTAMIL T R A N S Z P E P T I D Á Z B E É P Í T É S E LIPOSZÓMÁKBA 9 1 

L á t h a t ó , h o g y a m e m b r á n f e h é r j é k k e l e t k e z é s é n e k e z e n e l m é l e t e a y-
g l u t a m i l t r a n s z p e p t i d á z r a az N - t e r m i n á l i s h i d r o f ó b r é s z m i a t t n e m a l k a l m a z -
h a t ó . E l k é p z e l h e t ő , h o g y a z e n z i m n e k a m e m b r á n b a v a l ó b e é p ü l é s e a s p o n t á n 
b e é p ü l é s s e l ö s s z h a n g b a n v a l a m i l y e n s z i n t é z i s u t á n i a s s z o c i á c i ó s f o l y a m a t e r e d -
m é n y e . 

A z á l t a l u n k a l k a l m a z o t t m ó d s z e r r e l e l ő á l l í t o t t e n z i m - l i p o s z ó m a k o m p l e x -
sze l az i r o d a l o m b a n e d d i g k ö z ö l t n é l d e f i n i á l t a b b k ö r ü l m é n y e k k ö z ö t t v i z s g á l -
h a t j u k a y - g l u t a m i l t r a n s z p e p t i d á z t r a n s z p o r t á l ó s a j á t s á g a i t , v á l a s z t k e r e s v e a z 
e n z i m f u n k c i ó j a k ö r ü l k i b o n t a k o z o t t v i t a k é r d é s e i r e . 

* * * 

E z ú t o n s z e r e t n é n k k i f e j e z n i k ö s z ö n e t ü n k e t S o m o g y i G y ö r g y i n e k ( B i o -
f i z i k a i I n t é z e t ) a l i p o s z ó m á k e l ő á l l í t á s á b a n n y ú j t o t t s e g í t s é g é é r t . 
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