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Bevezetés

A y-glutamil transzpeptidaz (y-GT, EC : 2.3.2.2.) egy olyan, a sejtmemb-
ranhoz kotott glikoproteid, amely a yp-glutamil vegyiiletek y-glutamil csoport-
janak aminosavakra, peptidekre és vizre valé atvitelét katalizalja.

A 9-GT cellularis funkciéjaval kapcsolatos vélemények ellentétesek.
A hetvenes évek elején MEISTER és OrRLowskl (OrRLowskl és MEISTER 1970,
MEISTER 1973) irtak le az tigynevezett p-glutamil ciklust, amelynek kulcsenzi-
me, a p-GT — a szerz6k véleménye szerint — az extracellularis eredeti amino-
savakat y-glutamil aminosavként at is juttatja a sejt membranjan. Azéta sza-
mos, ezen eiképzelést bizonyité, illetve cafolé adat latott napvilagot.

Az 1. abran lathaté, hogy a ciklus 6 enzime kéziil csupan egy, a y-GT
kotddik a plazmamembranhoz, a tébbi 5 a citoplazmaban mutathaté ki. A y-
glutamil aminosavként a membranon atjuté aminosavat a y-glutamil ciklo-
transzferaz szabaditja fel a y-glutamil kétéshdl. A tobbi 4 enzim végiil is a
glutation regeneralasahoz sziikséges reakcidkat katalizalja. Az is kideriil az
abrabél, hogy amennyiben a keletkezett p-glutamil aminosav nem szolgal y-
glutamil donorként egy kévetkezd aminosav szamara, akkor minden molekula
aminosav transzportjara — a glutation reszintézis energetikai igénye miatt —
3 molekula ATP terminalis foszfat kotésének az energiaja forditodik.

A ciklus létére, miikédésére utal az a tény, hogy a ciklusban szerepld
enzimek — fGként hisztokémiai reakcidkkal — olyan szioveteken, szerveken
mutathatok ki jelentékeny aktivitassal, ahol az aminosavak transzportja is
kiemelked@en intenziv, igy:

— a vese elsérend kanyarulatos csatorna kefeszegélyének mikrovillusai-
ban, rendszerint a csicsokon koncentralva, (MARATHE és mtsai 1979,
SzZEwCzZUK és mtsai 1980),

— a vékonybélbolyhok kefeszegélyének mikrovillusaiban (MARATHE és
mtsai 1979, SZEwczuk és mtsai 1980),

— a choroid plexus epitél sejtjeiben (OKONKWO és mtsai 1974).

A y-glutamil ciklus létének kozvetett bizonyitékaként szamos fiziolégiai
kisérlet, ill. klinikai megfigyelés szolgalhat (osszefoglalas: MEISTER és TATE
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1. gbra. A yp-glutamil-ciklus

1976). Néhany koziiliik: Aminosav tilterhelés esetén a vese glutation szintje
csokken, turnovere megné, jelezve, hogy 6sszefiiggés van az aminosav reab-
szorpcié és a glutation vesében jatszott szerepe kozott (GRIFFITH és mtsai 1979).
Amennyiben a transzpeptiddz aktivitasat a transzpeptidaciét gatlé maleat
adasaval a glutation hidrolizise irdnyaba toljuk el, aminosavuria 1ép fel (TATE
és MEISTER 1974). Ez a megfigyelés mar egy kozvetlenebb bizonyitékot szolgal-
tat a y-GT-nek az aminosavak reabszorpcigjaban betoltott szerepére. A vese a
jelzett methionin-szulfonnaél (a glutation szintetizalé rendszer egyik kompetitiv
inhibitora) kétszer tébb y-glutamil-methioninszulfont képes felvenni. Ez a
,»tobblet”’-felvétel a yp-glutamil transzpeptiddz szelektiv inhibitoraival nagy-
mértékben gatolhaté (GRIFFITH és mtsai 1979).

Ha a y-glutamil-ciklus egy kés&bbi reakciot katalizal6 tagjat, az 5-oxo-
prolinazt gatoljuk, az 5-oxoprolin mennyisége megnd, aminosav terhelés utan
pedig sokkal nagyobb koncentraciét ér el (OrRLowskr és WiLk 1975). Az 5-oxo-
prolin felhalmozédasa olyan peptidek adasa utéan is megfigyelhets, amelyek
nem kozvetleniil szubsztratjai az 5-oxoprolin keletkezését katalizalé y-gluta-
mil-ciklotranszferaznak. E peptidek atalakulasaban a y-GT hatésa az els6dleges
(Orpowskr és WiLk 1976).

A ciklust érint8 enzimopatia is vezethet az 5-oxoprolin felhalmozédasara.
Oroklstt oxoprolinuridban szenved§ betegek vizsgalata soran kideriilt, hogy
szervezetitkben a glutation szintetaz enzim szintje igen alacsony. A ciklusban a
glutation keletkezését megel6z8 y-glutamil-cisztein felszaporodasa megnéveli
az 5-oxoprolint szintetizalé y-glutamil ciklotranszferaz aktivitasat, amely a
dipeptidet (mint egyik legjobb szubsztratjat) 5-oxoprolinna alakitja at
(ME1sTER és TATE 1976).
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Mindezen megfigyelések a y-glutamil-ciklus 1étét és az aminosavtransz-
portban jatszott szerepét tamasztottak ala. Nem lehet célunk e dolgozat kere-
tén beliil az utébbi években kibontakozott vita részletes ismertetése, de néhany
fontos ellenvetésre mégis szeretnénk felhivni a figyelmet.

INOUE és mtsai (1977) szdamoltak be eldszor arrél, hogy a y-GT membran-
ban aszimmetrikusan, kizarélag a sejtkozotti tér felé orientaltan helyezkedik el,
amely megfigyelés a membranon keresztiil torténé transzlokaciét katalizalé
hatas ellen szdl.

ErLceE és BrRoXMEYER (1976) majd McINTyRE és CURTHROYS (1979) a
y-GT transzpeptidalé és hidrolitikus aktivitasaval foglalkozva megallapitottak,
hogy a vesecsatornacskakban uralkodé koncentracié- és pH-viszonyoknak
altaluk valasztott modellje szerint az enzim katalitikus sajatsagai koziil a
hidrolizis dominal.

Ujabb kisérleti eredmények (HEINLE és WENDEL 1977, MAMELOK és
mtsai 1980, SocHOV és mtsai 1980) is ellentmondasossa tették a transzpeptidaz
lokalizaciéjaval kapcsolatban korabban kialakitott egyértelmii képet, mert a
ciklus enzimeit egymassal nem Osszemérhet6 mennyiséghben a kefeszegély
membran t6bbi transzportalé rendszerétél elkiilonitve sikeriilt izolalni.

SCHULMAN és mtsai (1975) egy olyan betegrél szamoltak be, aki szinte
teljes y-GT hidnya ellenére teljesen normalis aminosav anyageserével rendel-
kezett, vizeletében csak az iiritett glutation mennyisége volt kérosan magas.

1977-t61 napjainkig szamos elképzelés sziiletett ezen ellentmondasok fel-
oldasara (OsuJy1 1980, ANDERSON és mtsai 1980), azonban kielégit6 magyaraza-
tot mind ez idaig nem sikeriilt adni. E tisztazatlan helyzet tette sziikségessé,
hogy a p-GT funkciéjat az eddigiekt6l eltér6 modszerekkel vizsgaljuk. Ezek
egyike mesterséges membranba, liposzémaéaba beépitett p-GT funkcidjanak,
transzportalé képességének laboratériumunkban jelenleg folyé vizsgalata.

A y-glutamil transzpeptiddz membréanbél valé elkiilonitésének, szolubili-
zalasanak alapvetSen két médja ismeretes. Az egyik azt a tényt hasznalja ki,
hogy az enzimet egy viszonylag kicsi, 52 aminosavat tartalmazé hidroféb
peptidrészlet rogziti a membranhoz (MATSUDA és mtsai 1980/b.), amely papain-
nal szelektiven emészthet. A masik médszerrel detergensek, legtobbszor Na-
dezoxikolat segitségével a membrant egészében szolubilizaljuk. Mi ezen utébbi
utat kovettiik, hiszen az enzim mesterséges membranba valé épitéséhez sziik-
ségiink volt a hidroféb peptidrészletre is.

Membranenzimeknek eredeti lipidkornyezetiikbe valé visszaépitésére
(rekonstrukeciéjara), illetve mesterséges membranba valé beépitésére szintén
két alapvetd modszert irtak le. Az egyik moédszer szerint a liposzémak készité-
sére szolgalo klasszikus eljarast alkalmazzék: a foszfolipidekb8l membranfehér-
jék jelenlétében ultrahanggal allitjak el a liposzémakat. A masik médszert
RAckER (1966) dolgozta ki a hatvanas évek elején. Ennek lényege, hogy el8szir
a membranenzimet és a lipidmolekulakat detergenssel (legtobbszor Na-kolat-
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tal) szolubilizaljak, majd a detergens eltavolitasara a keveréket lassi dializisnek
vetik ald. A médszer egy masik valtozata szerint a detergens eltavolitasa
Sephadex gélsziiréssel torténik. A kiilonb6z6 médszerek hatranyait mérlegeltiik
(a szonikaldsnak az enzimet kéarosit6é hatasa, a kisérleti koriilmények definial-
hatatlansaga, fémnyomok mint szennyezdk, N, atmoszféra, illetve idGigényes-
ség: djabb, nehezen eltavolithaté szennyez8 komponens — Na-kolat — bevitele
a rendszerbe stb.) és ezért mas utat valasztottunk.

Mar régebben is allitottak el§ liposzémakat igy, hogy az etanolban oldott
lipidet gyorsan kevertetett vizes kozeghbe fecskendezték (BATzrI és Korn, 1973,
KREMER és mtsai 1977). Kisérleteinkben ilyen médszerrel el6allitott liposzéma-
ba épitettiikk be a y-GT-t. Az enzimet vagy a pufferolt vizes kozeg (0.1 M
TRIS HCI — pH 8,5 —, 0,15 M NaCl, 10 mM MgCl},, 3 mM NaN,) tartalmazta,
vagy utélag adtuk hozza a kész liposzémakhoz. Az adott koncentraciéviszonyok
mellett (11 v/v9, etanol) az etanol a y-GT-t szamottevd mértékben nem dena-
turalta.

Liposzomaknak, mint membranmodelleknek a hasznalata szamos elgny-
nyel rendelkezik:

— az in vivo korilményeket sokkal inkabb megkozelité kornyezetben
helyezziik el a vizsgalt enzimet,

— j6 néhany fizikai tulajdonsag (fazisatalakulasi pont, ultraibolya (UV)
spektrum, elektron-spin rezonancia (ESR), differencial-kalorimetrikus
(DSC) vizsgalatok stb.) mérésére nyilik lehetGség,

— és végil a transzportfolyamatok vizsgalata szempontjabél dontd
fontossagi elény az enzim-liposzéma komplex kompartmentalizalt-
saga, amely a lipid kettésrétegnek a szubsztratok szamara valé atjar-
hatatlansagabél fakad. (E megallapitassal a kovetkezGkben részlete-
sebben foglalkozunk.)

Munkank soran, amely az itt kozolt kisérleteken kiviil a transzport-
sajatsagok, a liposzémak UV spektruma és DSC gorbéi vizsgalatara is kiterjed,
ezeket az elényoket kivanjuk hasznositani.

Eredmények

Bizonyitékok a y-GT membranba valé integrdlis beépiilésére: A y-GT lipo-
szomakba valé beépitésével eddig két munkacsoport foglalkozott. HuGHEY és
mtsai (1979) a kovetkezd bizonyitékokat sorolta fel az integralis beépiilés
mellett: egyiittmozgas Sepharose 4B oszlopon linearis cukorgradiensen, illetve
toréspont az enzim Arrhenius diagramjaban a dipalmitoil-lecitin fazisatalakula-
si pontjanal.
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S1kKA és KALRA (1980) a liposzémakat (a kevésbé definial. ) ¢1iilménye-
ket biztosité) ultrahangos kezeléssel allitottak el, a beépiilést a. enzimaktivi-
tas és a liposzomak egytittmozgasa alapjan tényként fogadtak el.

Mi a fenti, bizonyité erejii kisérletek koziil a Sepharose 4B gélsziirést és
az Arrhenius diagram felvételét végeztiik el. Ezekr6l és az integralis beépiilést
bizonyité két tovabbi eredményrdl az alabbiakban szamolunk be.

Egyiittmozgas Sepharose 4B oszlopon

A y-glutamil transzpeptidazt a TATE és MEISTER (1975) altal kifejlesztett
modszer alapjan patkanyvesébél izolaltuk. A beépiilt enzimmennyiséget a be
nem épiilttdl egy 1,540 cm-es Sepharose 4B oszlopon torténd gélsziiréssel
valasztottuk el (2. abra).
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2. @bra. y-glutamil transzpeptidaz beépiilése tojaslecitin liposzémaba, A Sepharose 4B gélsziirés
szokdsos eliciés profiljai: 4) enzimmentes liposzéma, B) liposzémakat nem tartalmazé p-GT,
C) az eliciés profil beépités utan. Az enzim-liposzéma komplex készitésekor hasznalt kizeg
(4 ml) 0,15 M NaCl, 10 mM MgCl,, 0,1 M TRIS-HCI (pH 8,5) és 3 mM NaNj tartalmd. 5—1¢
perces kevertetés utan injektaltuk az 1 ug-nyi 50 U/mg fajlagos aktivitdst enzimet tartalmazé
pufferbe a 0,5 ml etanolban oldott 50 mg tojéslecitint. Az etanol eltavolitdsara a keletkezety
liposzémdkat 4 °C-on 5 6ran 4t 10 X 50 ml ugyanilyen dsszetételii puffer ellenében dializéltuk.
Az enzim aktivitdsdnak meghatdrozasara szolgdlé reakciéelegy (1 ml): 0,15 M NaCl, 10 mM
MgCl,, 0,1 M TRIS-HCI (pH 8,2) 50 mM GlyGly és 4 mM 9p-Glu-p-nitroanilid. Az inkubalési
id6 37 °C-on 30 perc volt, a reakciét 0,5 ml 209,-0s TCA-val 4llitottuk le. A 405 nm-en torténd
extinkciomérés elstt 1 ml 1 M TRIS oldattal allitottuk vissza a pH-t 8 kériilire. A liposzémak
kozelitd mennyiségét 530 nm-en torténd fényszérédasméréssel hatdroztuk meg
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Mértiik az egyes (kb. 1 ml-es) frakciék y-GT aktivitasat és fényszéréképes-
ségét. Az enzim liposzémaba épiilésének mértékéiil a liposzémakkal egyiitt-
mozgo enzimaktivitisnak az Gsszaktivitasra vonatkoztatott 9,-os mértékét
véalaszthattuk, mivel az alkalmazott enzimmennyiség osszaktivitasa a beépiilés
soran vialtozatlan maradt. Lathaté, hogy a teljes enzimaktivitasnak kb. 1/4-e
(26,5 + 1,59,) volt a liposzémakkal azonos helyen detektalhaté.
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3. d@bra. A transzpeptidédz aktivitdsdnak h6mérsékletfiiggése. Az enzim 19 -0s TRITON-X-100-
as oldatdban (O — O) az 19,-nyi TRITON-X-100-zal szolubilizilt enzim- hposzoma
komplexben (X— - — + X), az enzim-liposzéma komplexben (O — - ———— Q)

Arrhenius diagram felvétele

A 3. ibran a tojaslecitinbgl késziilt liposzémaba épiilt enzim Arrhenius
diagramjaban 12—13 °C koriil toéréspont figyelhetd meg. Ilyen t6rés sem a
beépitetlen (,,szabad’) 19,-0os TRITON X-100-zal szolubilizalt enzimmel, sem
az el6allitas utan ugyancsak 19%-nyi TRITON X-100-zal szolubilizalt enzim-
liposzéméaval nem mutathaté ki. A toréspont helye jol magyarazhaté a tojas-
lecitinnek az oldatbeli Mg?* ionok (10 mM) altal megemelt fazisatalakulasi hg-
mérséklettartomanyaval (MonTAL 1976). Az 1. tablazat adataibél lathaté,
hogy a kiilonb6z6 mintak vizsgalata soran kapott aktivalasi energia értékek
igen kozel esnek egymashoz. Ez alél csak a liposzémaba épitett enzim altal
katalizalt folyamatnak a fazisatmenet alatti (5—10°C kozotti) aktivalasi
energiaja kivétel, amely a tobbinél szignifikdnsan nagyobb. Mindezen eredmé-
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1. tablazat

A y-glutamil transzpeptidaz dltal katalizalt reakeié aktivilasi energidja

Kisér- Héfok- Aktivildsi energia Fézis-
letek Enzim tartomany Korrelacié atalakulds
szdma °C (kJ/M) (keal/M) hémérséklet
2 | -GT 19), TRITON-ban 5—40 55,3 43,1 13,1 0,996 —

4 »-GT liposzémaban 5—10 70,8 46,0 16,8 0,998 12,8
4 15—40 54,0 +4,2 12,0 0,996

»-GT liposzémaban -+ 19,
2 TRITON 5—40 47,3 +4,3 ! 11,2 0,999 —

A kozolt adatok atlagértékek 959 -os konfidenciaszint{i eltérésekkel.
4 ()

nyek nagymértékben igazoljak, hogy a transzpeptidaz integralisan épiilt be a
liposzémaba.

A képzoditt komplex megbontdsa hipertonids kozeg segitségével

ElsGként monolayereken végzett kisérletek alapjan ismerték fel, hogy a
lipid-fehérje kolesonhatasnak két Osszetevje van (0sszefoglalas: GENNIS és
Jonas 1977):

— Elektrosztatikus jellegli er6k a fehérje hidrofil csoportjai és a lipid-
molekuldk fejcsoportjai kozott léphetnek fel. Ez a kolesonhatasi méd
reverzibilis, a pH és az ionerdsség valtoztatasival megsziintethetd.

— Hidroféb jellegli kolesonhatas pedig a fehérjék hidroféb régiéi és a
lipidmolekulak szénhidrogén lancai kozott johet létre. A kolesonhatas

— kialakuldsinak egyik alapvetd feltétele a lipidrétegbeli hibahelyek
(,,rések”) 1éte, ahova a fehérje hidroféb oldallancai beékelédhetnek.
Ez a kolesonhatas irreverzibilis, csak a lipid kettgsréteg (pl. detergens-
sel tortén6) meghontésa esetén sziintethetd meg.

A fenti meggondolasok alapjan prébaltuk meghatarozni, hogy a transz-
peptidaz és a lipid kett8sréteg kolcsonhatasakor milyen erfkkel szamolhatunk,
vagy masképpen, hogy a transzpeptidaz dontGen elektrosztatikusan, azaz peri-
férialisan, vagy hidroféb kolesonhatasok segitségével, azaz integransan kotddik
a membranhoz.

E kérdést a mar korabban egybeépitett enzim-liposzéma komplex elek-
trosztatikus, ill. hidroféb (detergenssel szembeni) stabilitasanak vizsgalataval
indirekt médon valaszolhatjuk meg. Amennyiben a membranfehérje a meg-
novelt ionerfsség, vagy a megvaltoztatott pH hatasara a membrantdl elvalaszt-
haté, akkor periférialis, azaz dont§en elektrosztatikus jellegii kot5désrdl beszél-
hetiink. Amennyiben azonban az elvilasztias csak detergensek segitségével
valésithaté meg, a kotddés integrans, azaz dontSen hidroféb jellegl volt.
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Mivel a transzpeptidaz izoelektromos pontja kb. pH 4—5 koril van
(MaTsupa 1980a) és ha a kozeg pH-jat ez ala csokkentjiik az enzim inaktivalé-
dik, az enzim-liposzoma komplex elektrosztatikus stabilitasat nyilvanvaléan
csak az ionerdsség valtoztatasaval tudtuk vizsgalni.

Kisérleteinkben 0,6, illetve 1,1 mélos végkoncentracigji NaCl oldatot
hasznaltunk elektrolitként, az ily médon megnovelt ionerdsségii oldatokban az
enzim-liposzéma komplexet 37 °C-on 30 percen at inkubaltuk. A liposzémakat
és az esetlegesen ,.leoldott’ enzimet 1 mélos szacharéz oldatra torténd rétegzés-
sel és az ezt kovetd ultracentrifugalassal (75000 g, 30 pere, 15 °C) valasztottuk
el. A centrifugalas soran a megadott kisérleti feltételek betartasara tigyelni kell,
ugyanis pl. 90 000 g felett és 10°C alatt — fazisatalakulasi pont! — az elvalas
kifejezetten rosszabb. A centrifugalast ilyen korilmények kozott végezve a
liposzémak az 1 mdélos szacharéz oldat hatarfelilletén vékony réteget alkotva
helyezkednek el.

A centrifugalas utan az 1 mdélos szacharéz oldat és a liposzémak vékony
rétege felett képz6dd felilldszéban mért aktivitas nem mutatott kiillonbséget az
»-elektrolit nélkil” lecentrifugalt mintdhoz képest. Mindkét esetben az 6ssz-
aktivitasnak kb. 109, -a volt mérhetd a feliilldszoban, tehat a y-glutamil transz-
peptidaz megnovelt ionerGsség segitségével nem tavolithaté el a liposzomarél,
ami erfsen alatamasztja beépiilésének hidroféb jellegét.

A képzoditt komplex megbontdsa detergens segitségével

A fentieken kiviil a beépiilés integrans voltanak tovabbi bizonyitékaként
fogadhatjuk el az enzim-liposzéma komplex TRITON X-100-zal torténé foko-
zatos megbontasanak vizsgalatakor kapott eredményeket. A liposzéméak degra-
dacigjat fényszérodasméréssel vizsgaltuk. Mivel az oldat lipidkoncentraciéja
elég kicsiny — 0.8 mg/ml — volt, a liposzémak higitasaval e tartomanyban a
fényszoroképesség kozel linearisan valtozik.

A kiilonb6z8 koncentraciéju TRITON X-100-at tartalmazé liposzéma
szuszpenziot a fényszoras értékének meghatarozasa utan lecentrifugaltuk
(75000 g, 30 perc, 15 °C) majd meghataroztuk a feliilisz6ban megjelend ,.fel-
szabadult” enzim aktivitasat. A 4. abran lathaté aktivitasértékek az osszaktivi-
tas és a feliilisz6ban mért aktivitas kiilonbségének az 6sszaktivitasra vonatkoz-
tatott %,-os értékei, amely a liposzémakhoz kototten maradt aktivitast jelent.
Lathaté, hogy a liposzémahoz kotott enzim aktivitasa és a fényszoroképesség
az alkalmazott TRITON-X-100 koncentracié fiiggvényében parhuzamosan
csokken a fényszorasmérés soran tapasztalt kezdeti maximumtdl eltekintve.
Ezt a maximumot valészinileg a TRITON-X-100 molekuldinak a sajat kritikus
micellaképzé koncentraciéjuk (0,0169,, RoBinson és Tanrorp 1975) —
alatti, liposzémakba torténé ,.befirédasa™ és ezaltal a liposzomak méretének
megnovekedése okozza (5. abra).
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Ezt a magyarazatot tdmasztjak ald Fu és LaucHLIN (1980) analitikai
ultracentrifugas és fényszorédasméréses kisérletei is, amelyekben hosszi szén-
lanci detergenseknek (sajat micellaképzé kritikus koncentraciéjuk alatti)
liposzémakhoz valé adszorpcidjat bizonyitjak.
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4. abra. A képzédott enzim-liposzéma komplex fokozatos megbontasa TRITON-X-100
detergenssel
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5. dbra. A TRITON-X-100 detergens liposzémakkal valé kolesonhatdsa a detergens sajat
kritikus micellaképzo koncentraciéja (0,0169,) alatt (Feltételezett modell)

Beépiilés elozetesen elkészitett liposzomdaba

Az enzim-liposzéma komplex stabilitaisanak vizsgalata soran kapott
eredmények arra utalnak, hogy a beépiilés soran az enzim hidroféb része kap-
csolédott a lipidmembran hidroféb régiéjaval. Monolayereken végzett kisérle-
tekbdl viszont ismert, hogy az ilyen tipusi kolesonhatasok a kiilonféle fehérjék
és a kész monolayer kozott spontan is létrejohetnek. Analégiat feltételezve ezzel
az enzim beépiilésének mértékét olyan kisérleti korillmények kozott vizsgaltuk
meg, amikor utélag adtuk a y-GT-t a mar elGzetesen elkészitett liposzémakhoz.
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Eredményeink szerint 37°C-on 30 perc alatt a tojaslecitin—liposzémakhoz adott
enzimaktivitasnak kb. 1/5-e (189,); 120 perc utan kb. 1/4-e (239,) épiilt be a
liposzémakba a Sepharose 4B oszlopon torténd elvilasztas alapjan. Ha az
inkubaléast dimirisztoil foszfatidil-kolin (DMPC) vezikulakkal kiilonb6z6 hé-
mérsékleten szintén 30 percig végeztiik, a beépiilt enzimaktivitas igen nagy
mértékben fiiggott a hdmérséklettsl (2. tablazat). Lathatd, hogy a beépiilés a
DMPC fazisatalakulasi pontjan (23 °C) a legnagyobb mértéki.

2. tablazat

A y-glutamil transzpeptiddz DMPC liposzémakba valé beépiilésének
mértéke kiilonbiézé hémérsékleten

A beépités ‘ A beépiilt enzimaktivitas
hémérséklete \ %-0s értike

10 °C l 6,24+2,9%
23 °C 28,913,39,
35°C ‘ 14,0 +2,89,

A kisérleti kériilmények hatdsa a beépiilés mértékére

Vizsgaltuk a kisérleti kériillmények valtoztatasanak a beépiilés mértékére
gyakorolt hatasat. A detergens jelenlétének, az emelt magnéziumion koncent-
racidnak és a szubsztrat jelenlétének hatasat a beépiilt enzim mennyiségére a
3. tablazatban tiintettiik fel.

3. tablazat

A y-glutamil transzpeptidaz liposzémdba épiilésének mértéke kiilonbozé kozegekben

A beépitéskor alkalmazott ‘ A beépiilt enzimaktivitas
kozeg | 9%-0s mértéke
a. Kontroll | 26,5 +1,59

b. Kontroll + 0,0019, ‘

TRITON-X-100 1 35,7
¢. Kontroll 4 10 mM Mg™ ™t \ 40,9
d. Kontroll + 40 mM glutation 25,6

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

A b. esetben alkalmazott TRITON-X-100 koncentracié messze a kritikus
micellaképzd koncentracié (0,0169,) és még messzebb a detergens liposzémakat
megbonté (0,1%,) koncentraciéja alatt van (Id. 4. abra). Az oldatban 1év§
TRITON-X-100 molekulak az 5. Abran bemutatotthoz hasonléan a membran
szerkezetében hibahelyeket generalva konnyithették meg a beépiilést. A deter-
gens esetleg az enzim aggregaciéjanak tovabbi visszaszoritasaban is szerepet
jatszott.
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A c. esetben pedig, amint erre S. RAzIN (1972) mar régebben ramutatott,
a Mg ionok a foszfatidilkolin részek foszfatcsoportjai és az enzim kozott ionos
hidat alkotva segithették elé a beépiilést. A d. pontbeli eredmény arra utal,
hogy a szubsztrat kotGdése a beépiilés mértékét nem befolyasolja.

A kialakult enzim-liposzéma komplex a kisérleti korilmények kozott
igen stabilnak mutatkozott: a Sepharose 4B gélsziirés segitségével elvalasztott
enzim-liposzéma komplex t6bb napos 4 °C-on torténd tarolas és ijbéli Sepharo-
se 4B-n torténd gélsziirés utan ugyanakkora enzimaktivitast tartalmazott, mint
az elsé gélsziirés utan. (Azaz ,levalt” enzimaktivitds nem volt észlelhetd.)

A y-glutamil transzpeptiddz orientdiciéja liposzémdkban

E kérdést eddig a papainnal valé szelektiv emészthet6ség nyomonkoveté-
sével tanulmanyoztak. Bebizonyosodott, hogy a liposz6ma membranhoz kotott
teljes y-GT aktivitas eltavolithaté az enzim-liposzéma komplex papainnal tor-
tén6 emésztésével. (Tsao és CurtTEROYS 1980). Az igy szolubilizalt enzim 6ssz-
aktivitasa a kezdeti, membranhozkotott 6sszaktivitassal pontosan megegyezik.
A papainnal emésztett enzim liposzémakba valé beépiilésre képtelen (HucHEY
és mtsai 1979). Az enzim orientaciéjat a lipidmembranban a detergens nélkiil
és annak jelenlétében végzett enzimaktivitas-mérés osszehasonlitasa alapjan
tanulméanyoztuk, kiindulva abbél, hogy a lipid kett&sréteg a vizoldékony
szubsztratok szamara atjarhatatlan. Sajat kisérleteinkben radioaktiv foszfat,
tricialt GDP és szukcinat felhasznéalasaval bizonyitottuk be, hogy az altalunk
készitett liposzémak és impermeabilisek a vizoldékony vegyiiletekre.

Ha a p-GT aktivitasanak mérését sértetlen liposzémakkal végezziik, a
szubsztratkotd centrumukkal a liposz6mak belseje felé orientélt enzim moleku-
lak inaktivak maradnak. A masik tipusi mérésnél az inkubalas el5tt 0,59-0s
végkoncentraciéji TRITON-X-100-zal tettiik szabadda a liposzémaktél az
osszes enzimet. Mivel a TRITON-X-100 aktivalé hatasa elhanyagolhaté (29;)
a két tipusi mérés kozti kiilonbség az aktiv centrumot tekintve a szubsztrat
szamara elérhetetlen (tehat ,,befelé””, ,keresztbe’” allé, vagy bezart) enzim
mennyiségét adja meg. E kiilonbség 4—59,-nak adédott, tehat az enzim zome
(95—969,-a) ,.kifelé”” all. Ez megegyezik a HucHEY és mtsai (1979) altal ka-
pott szintén 95%-0s eloszlassal, j6 6sszhangban éll tovabba a liposzémak éltal
az adott kisérleti feltételek mellett bezart térfogat (4—89,) aranyaval is
(BATHORI Gy. nem kozolt adat). Megjegyzendd, hogy Sikka és KarLra (1980)
hasonlé médszerrel csak 75—859%;-0s kifelé torténd orientaciot kapott, ez egy-
értelmlien az eltéré kisérleti korilményeknek tulajdonithaté.

A beépiilés aranyéra vonatkoz6 eredményeinket mas irodalmi adatokkal
(HueHEY és mtsai 1979) osszevetve felt{ing, hogy az altalunk valasztott méd-
szerrel a detergens-eltavolitdsos médszerrel kapottnal, jéval kisebb enzim-
mennyiség épiil be a liposzémaba. (HUGHEY és mtsai 1979 azonos lipid, s6t
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10-szeres enzimmennyiséget alkalmazva 1009,-0s beépiilést értek el.) Detergens
eltavolitasos médszerrel nemesak a p-GT, hanem a citokréom oxidaz, és a
Nat + K+-ATPaz esetében is kozel 100%,-0s beépiilés volt elérhetd. Az alta-
lunk kapott csokkent beépiilési képességét az enzimnek a detergens tavollété-
ben észlelt aggregéciéja magyarazhatja. Az aggregatumokat a detergens a
formalédé vagy kész lipid kett§srétegnél joval hatékonyabban képes meghon-
tani, s igy a beépiilés teljesebbé valhat. A jobb hatasfokot biztosité médsze-
rekkel szemben az injektalasos médszerrel késziilt liposzémakba valé beépités
nagy elénye, hogy ez az eljaras az enzimet igen kevéssé karositja. Ez a spon-
tan beépiilésre (tehat az enzimnek a mar kész liposzoméahoz valé adasa
soran) kiilonosen jellemz§. A spontan beépiilés vizsgalata alapjan egyrészt
lehet8ség nyilhat a beépités egy teljesen dj, az enzimet legkevéshé karosito
médjanak kifejlesztésére, masrészt azonban lehetséges, hogy at kell értékelniink
az enzim beépiilésének mechanizmusarél alkotott eddigi ismereteinket.

Kénnyen elképzelhetd ugyanis, hogy a liposzémék keletkezése soran az
enzimnek csak egy tort része épiil be a lipid-vezikulaba és a maradék a hosszas
dializis soran sponton ékeldik be a lipid molekulak kozé. Elképzelhets az is,
hogy a beépiilés zomében a fazisatalakulasi ponton zajlik le. Itt a hibahelyek
szima igen magas, ami el8segiti a folyamatot. A 37 °C-on térténd spontan
beépiilés vizsgalata soran felhasznalt tojaslecitin liposzomak gélsziirése 4 °C-on
tortént. igy lehilés kozben a liposzémak 10—12 °C-on lezajlé fazisatalakulasa
Lekovetkezhetett. Nem kizart tehat a beépiilés ily médon valé teljessé tétele
sem. Ezt a feltételezést tdmasztjak ala a dimirisztoil-foszfatidil-kolin (DMPC)
liposzéméakkal végzett kisérletek is, ahol a beépiilés szintén a fazisatalakulasi
ponton volt a legnagyobb.

A y-GT ezen tulajdonsagaval eléggé egyediilallé a membranenzimek ko-
rében. E spontan beépiilésre valé hajlam talan Gsszefiiggésbe hozhaté azon
ugyancsak a szokasostél eltéré sajatsagaval, hogy az enzimnek a membranhoz
valé rogzitését biztosité hidroféb része a magyobbik alegység N-terminalis
részletével azonos (MATSUDA és mtsai 1980a). A BLOBEL és mtsai (1971) altal
felallitott szignal hipotézis szerint ugyanis a kivalasztasra keriil6 fehérjék és a
membranfehérjék jelentds részének bioszintézise soran elGszor egy ,,pre-N-ter-
minalis” részlet keletkezik a ™RNS-en 1év3, dn. ,.szignal”” alapjan. A koté-
helyet felismerve és kialakitva tulajdonképpen ez a peptid felelgs a kezdetben
szabad riboszémaknak az endoplazmatikus retikulumhoz valé kotédéséért.
A szintézis tovabbi szakaszaiban az endoplazmatikus retikulumon kialakult
poruson keresztiil a szintetizal6dé fehérje mind nagyobb szakaszai keriilnek at
a retikulum tilsé, ciszternalis részére. Membranfehérjék esetében végiil sor
keriilhet annak a C-terminalis, vagy ahhoz kozeli hidroféb peptiddarabnak a
szintézisére, amely a fehérjének a membranhoz val6 kotédését a tovabbiakban
biztositja (BLOBEL és SABATINI 1971, BLOBEL és DOBBERSTEIN 1979, ROTHMAN
és LENARD 1977).
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Lathaté, hogy a membranfehérjék keletkezésének ezen elmélete a y-
glutamil transzpeptidazra az N-terminalis hidroféb rész miatt nem alkalmaz-
haté. Elképzelhetd, hogy az enzimnek a membranba valé beépiilése a spontan
beépiiléssel 6sszhangban valamilyen szintézis utani asszociaciés folyamat ered-
ménye.

Az altalunk alkalmazott médszerrel eldallitott enzim-liposzéma komplex-
szel az irodalomban eddig k6zoltnél definialtabb koriilmények kozott vizsgal-
hatjuk a y-glutamil transzpeptidaz transzportalé sajatsagait, valaszt keresve az
enzim funkeciéja koriil kibontakozott vita kérdéseire.

* k %

Eziton szeretnénk kifejezni koszonetiinket Somogyi Gyorgyinek (Bio-
fizikai Intézet) a liposzémak elGallitasaban nytdjtott segitségéért.
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